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COMPOSICIONES QUE COMPRENDEN CEPAS BACTERIANAS

CAMPO TECNICO

La presente es una invencidén que se encuentra en el campo de
las composiciones que comprenden cepas bacterianas aisladas
en el tracto digestivo de mamiferos y el wuso de tales

composiciones en el tratamiento de enfermedades.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Se considera que el intestino humano fetal es estéril in
utero, pero gue se expone a una gran variedad de microbios
maternos y ambientales inmediatamente después del nacimiento.
Luego, se produce un periodo dindmico de colonizacidn
microbiana vy sucesidn, que estd influenciada por factores
tales como modo del parto, el medio ambiente, la dieta y el
genotipo del huésped, que tienen un impacto en la composiciédén
de la microbiota intestinal, en particular durante 1los
primeros afios de vida. Posteriormente, la microbiota se
estabiliza y se vuelve igual a la de un adulto [1]. La
microbiota intestinal humana contiene mas de 500-1000
filotipos diferentes que pertenecen esencialmente a dos
grandes divisiones bacterianas, la Dbacteroidetes y 1la
Firmicutes [2]. Las relaciones simbidéticas exitosas derivadas

de la colonizacidén bacteriana del intestino humano han
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producido una amplia variedad de funciones metabdlicas

beneficiosas, estructurales, de proteccién y de otro tipo.
Las actividades metabdlicas mejoradas del intestino
colonizado aseguran gque componentes de la dieta, de 1lo
contrario no digeribles, se degraden con la subsiguiente
liberacién de subproductos que proporciona una fuente
nutriente importante para el huésped. Del mismo modo, 1la
importancia inmunoldégica de la microbiota intestinal es bien
reconocida vy se ejemplifica en los animales libres de
gérmenes que tienen un sistema inmunitario deteriorado, que
puede reconstruirse funcionalmente con la introduccidén de las
bacterias comensales [3-5].

Cambios dréasticos en la composicidédn de la microbiota se han
documentado en los trastornos gastrointestinales, como 1la
enfermedad inflamatoria intestinal (IBD, por sus siglas en
inglés). Por ejemplo, los niveles de bacterias del grupo
Clostridium XIVa se reducen en pacientes con IBD, mientras
que los numeros de E. coli se incrementan, lo que sugiere un
cambio en el equilibrio de simbiontes y patobiontes en el
intestino [6-9]. Curiosamente, esta disbiosis microbiana
también se asocia con desequilibrios en las poblaciones de
linfocitos T efectores.

En reconocimiento del posible efecto positivo que ciertas

cepas de bacterias pueden tener en el intestino de 1los
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animales, se han propuesto varias cepas para uso en el

tratamiento de diversas enfermedades (véase, por ejemplo,
[10-13]). Ademds, ciertas cepas, gque incluyen en su mayoria
cepas de Lactobacillus y Bifidobacterium, se han propuesto
para uso en el tratamiento de diversas enfermedades
inflamatorias y autoinmunitarias que no estdn directamente
vinculadas a los intestinos (ver [14] y [15] para
comentarios) . Sin embargo, la relacidn entre diferentes
enfermedades y las diferentes cepas bacterianas y los efectos
precisos de determinadas cepas de bacterias, en el intestino
y a un nivel sistémico, asi como también en tipos
particulares de enfermedades, no estédn bien caracterizados.
Existe wuna necesidad en la técnica de nuevos métodos de
tratamiento de enfermedades inflamatorias y autoinmunitarias.
Hay también una necesidad de caracterizacién de los efectos
posibles de las bacterias del intestino para gque nuevas
terapias usando las bacterias del intestino puedan ser
desarrolladas.

COMPENDIO DE LA INVENCION

Los inventores han desarrollado nuevas terapias para el
tratamiento y la prevencidén de enfermedades inflamatorias vy
autoinmunitarias. En particular, los inventores han
desarrollado nuevas terapias para el tratamiento vy 1la

prevencidén de enfermedades y afecciones mediadas por IL-17 o
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la via Thl7. En particular, los inventores han identificado

que las cepas bacterianas del género Bacteroides pueden ser
eficaces para la reduccidén de la respuesta inflamatoria de
Thl7. Como se describe en los ejemplos, la administracién
oral de composiciones que comprenden Bacteroides coprocola
puede reducir la gravedad de la respuesta inflamatoria,
incluso la respuesta inflamatoria Thl7, en modelos de ratones
de asma, artritis reumatoidea y esclerosis multiple.

Por lo tanto, en una primera realizacidén, la invencidn
proporciona una composicidén que comprende una cepa bacteriana
del género Bacteroides, para uso en un método para tratar o
prevenir una enfermedad o afeccién mediada por IL-17 y la via
Thl7. Los inventores han identificado que el tratamiento con
cepas bacterianas de este género puede reducir los niveles de
citogquinas que son parte de la via Thl7, que incluye IL-17,
puede aliviar 1la respuesta inflamatoria de Thl7 vy puede
proporcionar beneficios <clinicos en modelos de ratdn de
enfermedades inflamatorias y autoinmunitarias mediadas por la
IL-17 y la via Thl7.

En realizaciones particulares, la invencidén proporciona una
composicidédn que comprende una cepa bacteriana de género
Bacteroides, para su uso en un método para tratar o prevenir
una enfermedad o afeccién seleccionada entre el grupo qgue

consiste en: esclerosis multiple; artritis, tales como la
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artritis reumatoidea, osteocartritis, artritis psoridsica, o

artritis idiopatica Jjuvenil; neuromielitis oéptica (enfermedad
de Devic); espondilitis anquilosante; espondiloartritis;
psoriasis; lupus eritematoso sistémico; enfermedad
inflamatoria intestinal, como la enfermedad de Crohn o
colitis wulcerosa; enfermedad celiaca; asma, tal como asma
alérgica o asma neutrofilica; enfermedad pulmonar obstructiva
crbébnica (COPD, por sus siglas en inglés); céncer, como cancer
de mama, cancer de colon, cancer de pulmdn o cancer de
ovarios; uveitis; escleritis; wvasculitis; enfermedad de
Behcet; aterosclerosis; dermatitis atdépica; enfisema;
periodontitis; rinitis alérgica; y el rechazo de aloinjertos.
El efecto gue se muestra para las cepas bacterianas de género
Bacteroides en la respuesta inflamatoria de Thl7 puede
proporcionar beneficios terapéuticos para enfermedades vy
afecciones mediadas por IL-17 y de la via Thl7, tales como
las enumeradas anteriormente.

En realizaciones preferenciales, la invencidn proporciona una
composicién que comprende una cepa bacteriana del género

Bacteroides, para uso en un método de tratamiento o

prevencién de asma, tal como asma neutrofilica o asma
alérgica. Los inventores han identificado que el tratamiento
con cepas de Bacteroides puede reducir el reclutamiento de

neutré6filos y eosindéfilos en los pulmones, lo dJgque puede
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ayudar a tratar o prevenir el asma. Ademéds, los inventores

han probado vy demostrado la eficacia de las cepas de
Bacteroides en modelos de ratdén de asma. En ciertas
realizaciones, la composicidén es para uso en un método de
tratamiento o prevencién de asma neutrofilica o asma
eosinofilica. El1l efecto gue se muestra para las composiciones
de la invencién en los neutrdfilos y eosindfilos significa
que pueden ser particularmente eficaces para tratar o
prevenir tanto el asma neutrofilica como eosinofilica. De
hecho, en ciertas realizaciones, la composicidén es para uso
en un método ©para reducir una respuesta inflamatoria
neutrofilica en el tratamiento o prevencién del asma, o la
composicidédn es para uso en un método para reducir una
respuesta inflamatoria eosinofilica en el tratamiento o
prevencidén del asma. En realizaciones preferidas, la
invencidén proporciona una composicidén que comprende una cepa
bacteriana de la especie Bacteroides coprocola, para sSu uso
en el tratamiento del asma, y en particular en el tratamiento
del asma neutrofilica. Bacteroides coprocola ha mostrado
tener un efecto particularmente pronunciado sobre los
neutréfilos en modelos de asma, y el tratamiento con
Bacteroides coprocola puede ser particularmente eficaz para
el tratamiento del asma neutrofilica. En ciertas

realizaciones, la invencidén proporciona una composicidn que
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comprende una cepa bacteriana de la especie Bacteroides

thetaiotaomicron para uso en el tratamiento del asma, y en
particular asma eosinofilica o asma alérgica. En ciertas
realizaciones, la invencidén proporciona una composicidén que
comprende una cepa bacteriana de la especie Bacteroides
fragilis para uso en el tratamiento del asma, y en particular
asma eosinofilica o asma alérgica.

En otras realizaciones preferidas, la invencidén proporciona
una composicidén gque comprende una cepa bacteriana de género
Bacteroides, para uso en un método de tratamiento o
prevencidédn de la artritis reumatoidea. Los inventores han
identificado que el tratamiento con <cepas de Bacteroides
puede proporcionar beneficios clinicos en un modelo de ratdn
de la artritis reumatoidea y puede reducir la inflamacidén de
las articulaciones. En realizaciones preferidas, la invencidn
proporciona una composicidén que comprende una cepa bacteriana
de la especie Bacteroides coprocola, para uso en el
tratamiento de la artritis reumatoidea. Las composiciones que
utilizan Bacteroides coprocola pueden ser particularmente
eficaces para el tratamiento de la artritis reumatoidea. En
ciertas realizaciones, la invencidn proporciona una
composicién que comprende una cepa bacteriana de la especie
Bacteroides thetaiotaomicron, para uso en el tratamiento de

la artritis reumatoidea. En clertas realizaciones, la
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invencidén proporciona una composicidén que comprende una cepa

bacteriana de la especie Bacteroides fragilis, para uso en el
tratamiento de la artritis reumatoidea.

En otras realizaciones preferidas, la invencidén proporciona
una composicién que comprende una cepa bacteriana del género
Bacteroides, para uso en un método de tratamiento ©
prevencidén de la esclerosis multiple. Los inventores han
identificado que el tratamiento con cepas de Bacteroides
puede reducir la incidencia y gravedad de la enfermedad en un
modelo de ratdn con esclerosis multiple. En realizaciones
preferidas, la invencidén proporciona una composicidn que
comprende una cepa bacteriana de la especie Bacteroides
coprocola, para uso en el tratamiento de la esclerosis
multiple. Las composiciones que utilizan Bacteroides
coprocola pueden ser particularmente eficaces para el
tratamiento de la esclerosis miltiple. En ciertas
realizaciones, la invencidén proporciona una composicidn que
comprende una cepa bacteriana de la especie Bacteroides
thetaiotaomicron, para uso en el tratamiento de la esclerosis
multiple. En ciertas realizaciones, la invencidn proporciona
una composicidén gque comprende una cepa bacteriana de la
especie Bacteroides fragilis, para uso en el tratamiento de
la esclerosis maltiple.

En otras realizaciones preferidas, la invencidén proporciona
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una composicién que comprende una cepa bacteriana del género

Bacteroides, para uso en un método para tratar o prevenir el
cadncer, tal como el cancer de mama, de pulmdn o de higado.
Las composiciones que comprenden una cepa Dbacteriana del
género Bacteroides pueden reducir el crecimiento tumoral en
modelos de ratdén con cancer de mama, de pulmdédn y de higado.
En ciertas realizaciones, la composicidédn es para uso en un
método para reducir el tamafio del tumor o prevenir el
crecimiento tumoral en el tratamiento del céancer. En ciertas
realizaciones, la invencidén proporciona una composicidn que
comprende una cepa bacteriana de la especie Bacteroides
coprocola, para uso en el tratamiento del céncer. En ciertas
realizaciones, la invencidén proporciona una composicidn que
comprende una cepa bacteriana de la especie Bacteroides
thetaiotaomicron, para uso en el tratamiento del cancer. En
ciertas realizaciones, la invencién proporciona una
composicidén que comprende una cepa bacteriana de la especie
Bacteroides fragilis, para uso en el tratamiento del cancer.

En otras realizaciones preferidas, la invencidén proporciona
una composicidén que comprende una cepa bacteriana de género
Bacteroides, para uso en un método de tratamiento ©
prevencién de la wuveitis, como la uveitis posterior. En
ciertas realizaciones, la invencién proporciona una

composicidén que comprende una cepa bacteriana de la especie
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Bacteroides coprocola, para uso en el tratamiento de la

uveitis. En ciertas realizaciones, la invencidén proporciona
una composicidén que comprende una cepa bacteriana de 1la
especie Bacteroides thetaiotaomicron, para uso en el
tratamiento de la uveitis. En ciertas realizaciones, la
invencidén proporciona una composicidn que comprende una cepa
bacteriana de la especie Bacteroides fragilis, para uso en el
tratamiento de la uveitis.

En ciertas realizaciones, las composiciones de la invenciédn
son para su uso en un método para reducir la produccidédn de
IL-17 o reducir 1la diferenciacidén de células Thl7 en el
tratamiento o prevencién de una enfermedad o afeccidén mediada
por IL-17 o por la via Thl7. En particular, las composiciones
de la invencidén se pueden usar para reducir la produccidédn de
IL-17 o reducir 1la diferenciacién de células Thl7 en el
tratamiento o prevencién del asma, la artritis reumatoidea o
la esclerosis multiple. Preferiblemente, la invencién
proporciona composiciones que comprenden una cepa bacteriana
de la especie Bacteroides coprocola, para uso en la reduccidn
de la produccidén de IL-17 o la reduccidn de la diferenciacidn
de células Thl7 en el tratamiento o prevencidédn del asma, la
artritis reumatoidea o la esclerosis multiple, o de asma,
artritis reumatoidea, esclerosis multiple, uveitis o céncer.

En ciertas realizaciones, la invencién proporciona
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composiciones que comprenden una cepa bacteriana de 1la

especie Bacteroides thetaiotaomicron, para uso en la
reducciédn de la produccidén de IL-17 o en la reduccidn de la
diferenciacién de células Thl7 en el tratamiento o prevenciédn
del asma, artritis reumatoidea, esclerosis multiple, uveitis
0 cancer. En ciertas realizaciones, la invencidédn proporciona
composiciones que comprenden una cepa bacteriana de 1la
especie Bacteroides fragilis, para uso en la reduccidén de la
produccién de IL-17 o la reduccidén de la diferenciacidén de
células Thl7 en el tratamiento o prevencidén del asma,
artritis reumatoidea, esclerosis multiple, uveitis o céancer.
En ciertas realizaciones, la composicién es para uso en un
paciente con niveles elevados de IL-17 o células Thl7. E1
efecto sobre la respuesta inflamatoria Thl7 que se muestra
para cepas de Bacteroides puede ser particularmente
beneficioso para tales pacientes.

En realizaciones preferidas de la invenciédn, la cepa
bacteriana en la composicidén es de Bacteroides coprocola.
También se pueden utilizar cepas estrechamente relacionadas,
tales como cepas de Dbacterias que tienen una secuencia de
ARNr 16S que es al menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99,5 %
o 99,9 &% idéntica a la secuencia ARNr 16s de una cepa
bacteriana de Bacteroides coprocola. Preferiblemente, la cepa

bacteriana tiene una secuencia de ARNr 16S que es al menos 95
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NO: 1, 2, 3 o 4. Preferiblemente, la identidad de secuencia
es SEQ ID NO: 4. Preferiblemente, la cepa bacteriana para uso
en la invencidén tiene la secuencia ARNr 16S representada por
SEQ ID NO: 4.

En otras realizaciones preferidas de la invencidn, la cepa
bacteriana en la composicidn es de Bacteroides
thetaiotaomicron. También se pueden utilizar cepas
estrechamente relacionadas, tales como cepas de bacterias que
tienen una secuencia de ARNr 16S que es al menos 95 %, 96 %,
97 %, 98 %, 99 %, 99,5 % o 99,9 % idéntica a la secuencia
ARNr 165 de una cepa bacteriana de Bacteroides

thetaiotaomicron. Preferiblemente, la cepa bacteriana tiene

o\

una secuencia ARNr 16S que es al menos 95 %, 96 %, 97 %, 98
%, 99 %, 99,5 % o 99,9 % idéntica a SEQ ID NO: 5.
Preferiblemente, la cepa bacteriana para uso en la invencidn
tiene la secuencia ARNr 16S representada por SEQ ID NO: 5.

En otras formas de realizaciones preferidas de la invenciédn,
la cepa bacteriana en la composicién es de Bacteroides
fragilis. También se pueden utilizar cepas estrechamente
relacionadas, tales como cepas bacterianas que tienen un
genoma con identidad de secuencia a CR626927.1.

En ciertas realizaciones, la composicidén de la invencidén es

para administracidén oral. La administracidén oral de las cepas
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de 1la invencién puede ser eficaz para el tratamiento de

enfermedades y afecciones mediadas por IL-17 o la wvia Thl7.
Ademés, la administracién oral es conveniente para 1los
pacientes y los profesionales de la medicina y permite su
administracién para la colonizacidén parcial vy/o total del
intestino.

En ciertas realizaciones, la composicidén de 1la invencidn
comprende uno o mas portadores o excipientes
farmacéuticamente aceptables.

En ciertas realizaciones, 1la composicidén de 1la invencidn
comprende una cepa bacteriana que ha sido liofilizada. La
liofilizacidén es una técnica eficaz 'y conveniente de
preparacién de composiciones estables gque permiten la
administracién de bacterias a un paciente que lo necesite.

En ciertas realizaciones, la invencién proporciona un
producto alimenticio que comprende la composicidén tal como se
describe anteriormente.

En ciertas realizaciones, la invencidén ©proporciona una
composicién de vacuna que comprende la composicidén tal como
se describe anteriormente.

Ademés, la invencidén proporciona un método para tratar o
prevenir una enfermedad o afeccién mediada por IL-17 o por la
via Thl7, que comprende administrar una composicidén que

comprende una cepa bacteriana del género Bacteroides.
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Durante la elaboracién de la invencidn gque antecede, 1los

inventores han identificado y caracterizado una cepa
bacteriana que es particularmente Util para la terapia. La
cepa Bacteroides coprocola de la invencién ha mostrado ser
eficaz para el tratamiento de las enfermedades descritas en
el presente documento, tales como artritis, asma y esclerosis
multiple. Por lo tanto, en otro aspecto, la invencidn
proporciona una célula de la cepa Bacteroides coprocola
depositada con el numero de acceso NCIMB 42408, o un derivado
de esta. La invencidén también proporciona composiciones gque
comprenden tales células o cultivos bioldgicamente puros de
tales células. La invencidédn también proporciona una célula de
la cepa Bacteroides coprocola depositada con el numero de
acceso NCIMB 42408, o un derivado de esta, para uso en
terapia, en particular para las enfermedades descritas en el

presente documento.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figura 1: modelo de ratdn de asma inducida por &caros del
polvo doméstico - Conteo total de células de fluido BAL.
Figura 2: modelo de ratdén del asma inducida por &caros del
polvo doméstico - Conteo total de eosindéfilos en el BALF.
Figura 3: modelo de ratdn del asma inducida por acaros del

polvo doméstico - Proporcidén de eosindéfilos en el BALF.
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Figura 4: modelo de ratdn del asma inducida por acaros del
polvo doméstico - Conteo total de macrdéfagos en el BALF.
Figura 5: modelo de ratdén del asma inducida por &caros del
polvo doméstico - Proporcién de los macrédéfagos en el BALF.
Figura 6: modelo de ratdn del asma inducida por acaros del
polvo doméstico - Conteo total de neutrdédfilos en el BALF.
Figura 7: modelo de ratén del asma inducida por &caros del
polvo doméstico - Proporcién de neutrd6filos en el BALF.
Figura 8: modelo de ratdén del asma inducida por acaros del
polvo doméstico - Conteo total de linfocitos en el BALF.
Figura 9: modelo de ratén del asma inducida por &caros del
polvo doméstico - Proporcién de linfocitos en el BALF.

Figura 10: modelo de ratén de asma grave neutrofilica -
Conteo total de células de fluido BAL.

Figura 11: modelo de ratén de asma grave neutrofilica -
Conteo total de eosindéfilos en el BALF.

Figura 12: modelo de ratén de asma grave neutrofilica -
Proporcidén de eosindfilos en el BALF.

Figura 13: modelo de ratén de asma grave neutrofilica -
Conteo total de macrdéfagos en el BALF.

Figura 14: modelo de ratén de asma grave neutrofilica -
Proporcién de macrdfagos en el BALF.

Figura 15: modelo de ratén de asma grave neutrofilica -

Conteo total de neutrdfilos en el BALF.
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Figura 16: modelo de ratén de asma grave neutrofilica -

Proporcidén de neutrdéd6filos en el BALF.

Figura 17: modelo de ratén de asma grave neutrofilica -
Conteo total de linfocitos en el BALF.

Figura 18: modelo de ratén de asma grave neutrofilica -
Proporcidédn de linfocitos en el BALF.

Figura 19: modelo de ratdén de artritis reumatoidea - pesos
corporales, dias -14 a 0. Los datos se presentan como Media *
SEM [error estédndar de la media] de los pesos corporales
iniciales (Dia -14). Significacidén estadistica: A p <0,05 vy

AAAA p <0,0001 en comparacién con el grupo tratado con

vehiculo.
Figura 20: modelo de ratdén de artritis reumatoidea - pesos
corporales, dias 0 a 42. Los datos se presentan como

porcentajes Media * SEM de 1los pesos corporales iniciales
(Dia 0). A p <0,05, < p <0,05, AAA p <0,001, e p <0,0001
en comparacién con el grupo tratado con vehiculo.

Figura 21: modelo de ratdédn 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
vehiculo. ¢,0 p <0,05 en comparacién con el grupo tratado con
vehiculo en un dia dado.

Figura 22: modelo de ratén de artritis reumatoidea -

respuesta proliferativa de esplenocitos a Colédgeno II. Conteo
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por minuto menos antecedente del medio [estimulado por CII -

antecedente del medio] en funcidén de la incorporacidén de 3H-
TdR. Todos los datos se presentan como Media = SEM.

Figura 23: modelo de ratdn de artritis reumatoidea - Niveles
de IFNy en los sobrenadantes de cultivo de tejidos del grupo
tratado con vehiculo. Las lineas representan valores de la
mediana del grupo.

Figura 24: modelo de ratdn de artritis reumatoidea - Niveles
de IL-17A en sobrenadantes de cultivo de tejidos de grupo
tratado con vehiculo. Las lineas representan valores de la
mediana del grupo.

Figura 25: modelo de ratdn de artritis reumatoidea - Niveles
de IL-10 en los sobrenadantes de cultivo de tejidos del grupo
tratado con vehiculo. Las lineas representan valores de la
mediana del grupo.

Figura 26: modelo de ratdn de artritis reumatoidea - Niveles
de IL-6 en los sobrenadantes de cultivo de tejidos de grupo
tratado con vehiculo. Las lineas representan valores de la
mediana del grupo.

Figura 27: modelo de ratén de la artritis reumatoidea -

Niveles de citoquina en sobrenadantes de cultivo de tejido de
grupo tratado con agente bioterapéutico n.° 675 (Grupo 4).

Las lineas representan valores de la mediana del grupo.

Figura 28: modelo de ratédn del asma inducida por &acaros del
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polvo doméstico - IgE total en suero

Figura 29: modelo de ratdén del asma inducida por A&acaros
polvo doméstico - IgGl especifico de HDM en suero

Figura 30: modelo de ratdén del asma inducida por A&acaros
polvo doméstico - IgE total en el BALF

Figura 31: modelo de ratén del asma inducida por A&acaros
polvo doméstico - IgGl especifico de HDM en el BALF
Figura 32: modelo de ratdén del asma inducida por A&acaros
polvo doméstico - Anédlisis histoldégico - Puntaije
infiltracién peribronquial promedio.

Figura 33: modelo de ratén del asma inducida por A&acaros
polvo doméstico - Anédlisis histoldégico - Puntaije
infiltracidén perivascular promedio.

Figura 34: modelo de ratén del asma inducida por A&acaros

del

del

del

del

de

del

de

del

polvo doméstico -Andlisis histoldégico - Puntaje inflamatorio

promedio (promedio del puntaje de infiltracidén peribronquial

y perivascular)

Figura 35: modelo de ratén del asma inducida por A&acaros
polvo doméstico - Anédlisis histoldégico - Puntaije
mucosidad.

Figura 36: modelo de ratén del asma inducida por A&acaros
polvo doméstico — Nivel de IL-9 en el tejido pulmonar
Figura 37: modelo de ratdén del asma inducida por A&acaros

polvo doméstico - Nivel de IL-la en el tejido pulmonar

del

de

del

del
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Figura 38: modelo de ratén del asma inducida por acaros del
polvo doméstico - Nivel de IFNy en el tejido pulmonar

Figura 39: modelo de ratédn del asma inducida por &acaros del
polvo doméstico - Nivel de IL-17A en el tejido pulmonar
Figura 40: modelo de ratén del asma inducida por acaros del
polvo doméstico — Nivel de IL-4 en el tejido pulmonar

Figura 41: modelo de ratédn del asma inducida por &acaros del
polvo doméstico — Nivel de IL-5 en el tejido pulmonar

Figura 42: modelo de ratén del asma inducida por acaros del
polvo doméstico - Nivel de IL-1b en el tejido pulmonar

Figura 43: modelo de ratén del asma inducida por &acaros del
polvo doméstico - Nivel de RANTES en el tejido pulmonar
Figura 44: modelo de ratén del asma inducida por &acaros del
polvo doméstico - nivel de MIP-la en el tejido pulmonar
Figura 45: modelo de ratén del asma inducida por acaros del
polvo doméstico - Nivel de KC en el tejido pulmonar

Figura 46: Modelo de ratén del asma inducida por &acaros del
polvo doméstico — Nivel de MIP-2 en el tejido pulmonar

Figura 47: modelo de ratdn de asma grave neutrofilica - IgGl
especifico de HDM en suero

Figura 48: modelo de ratdédn de asma grave neutrofilica - IgG2a
especifico de HDM en suero

Figura 49: modelo de ratdén de asma grave neutrofilica - IgGl

especifico de HDM en el BALF
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Figura 50: modelo de ratdn de asma grave neutrofilica - IgG2a

especifico de HDM en el BALF

Figura 51: modelo de ratén de asma grave neutrofilica -
Andlisis histoldégico - Puntaje de infiltracidén peribronquial
promedio.

Figura 52: modelo de ratén de asma grave neutrofilica -
Andlisis histoldégico - Puntaje promedio de infiltracidn
perivascular.

Figura 53: modelo de ratén de asma grave neutrofilica -
Andlisis histoldgico - Puntaje inflamatorio promedio
(promedio del puntaje de infiltracidén peribronquial vy
perivascular)

Figura 54: modelo de ratdédn de asma grave neutrofilica - Nivel
de TNFa en el tejido pulmonar

Figura 55: modelo de ratdédn de asma grave neutrofilica - Nivel
de IL-la en el tejido pulmonar

Figura 56: modelo de ratdédn de asma grave neutrofilica - Nivel
de IFNy en el tejido pulmonar

Figura 57: modelo de ratdédn de asma grave neutrofilica - Nivel
de IL-17F en el tejido pulmonar

Figura 58: modelo de ratdédn de asma grave neutrofilica - Nivel
de IL-1b en el tejido pulmonar

Figura 59: modelo de ratdédn de asma grave neutrofilica - Nivel

de RANTES en el tejido pulmonar
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Figura 60: modelo de ratdédn de asma grave neutrofilica - Nivel

de MIP-2 en el tejido pulmonar

Figura 61: modelo de ratdédn de asma grave neutrofilica - Nivel
de KC en el tejido pulmonar

Figura 62: modelo de ratdédn de asma grave neutrofilica - Nivel
de IL-17A en el tejido pulmonar

Figura 63: modelo de ratdén de asma grave neutrofilica - Nivel
de MIP-la en el tejido pulmonar

Figura 64: modelo de ratdédn de asma grave neutrofilica - Nivel
de IL-33 en el tejido pulmonar

Figura 65: modelo de ratén de artritis reumatoidea -
plantilla gréafica de puntaje de histopatologia. Imagenes
representativas que muestran los puntajes compuestos de
articulaciones del tarso del ratén en un estudio sobre 1la
artritis inducida por colageno.

Figura 66: modelo de ratdén de artritis reumatoidea -
Histopatologia: puntajes de inflamaciédn. Los datos se
presentan como Media + SEM. ** P <0,01 en comparacidén con el
grupo tratado con vehiculo.

Figura 67: modelo de ratén de artritis reumatoidea -
Histopatologia: puntajes de cartilago del grupo tratado con
vehiculo. Los datos se presentan como Media = SEM.

Figura 68: modelo de ratdén de artritis reumatoidea -

Histopatologia: puntajes &seos. Los datos se presentan como
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Media * SEM.

Figura 69: modelo de ratdén de artritis reumatoidea -
Histopatologia: puntajes totales. Los datos se presentan como
media * SEM.

Figura 70: modelo de ratdén de artritis reumatoidea -

Histopatologia: cepa n.° 675. Los datos se presentan como
Media = SEM.

Figura 71: modelo de ratdén de artritis reumatoidea -
Histopatologia: imagenes representativas. La identificacidn
del animal (# N.N) y la extremidad (R para derecha, L para
izquierda) se indican entre paréntesis. Imagen superior
izquierda (vehiculo) : destruccidn extensa de las
articulaciones y los huesos con inflamacidén y fibrosis que se
extiende a los tejidos Dblandos periarticulares. Imagen
inferior (cepa n.° 675): sinovitis y bursitis que se extiende
de manera focal a tejidos periarticulares, leve dafio en el
cartilago articular y detritos intraarticulares, estructura
6sea no afectada.

Figura 72: modelo de ratdédn de la esclerosis multiple -
puntaje clinico.

Figura 73: modelo de ratdn de la esclerosis multiple -

incidencia de la enfermedad.

DESCRIPCION DE LA INVENCION
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Cepas bacterianas

Las composiciones de la invencidén comprenden una cepa
bacteriana del género Bacteroides. Los ejemplos demuestran
que las Dbacterias de este género son utiles para el
tratamiento o la prevencién de enfermedades vy afecciones
mediadas por IL-17 o por la via Thl7. Las cepas bacterianas
preferidas son de la especie Bacteroides coprocola. Otras
cepas bacterianas preferidas son de las especies Bacteroides
thetaiotaomicron o Bacteroides fragilis.

Los ejemplos de especies de Bacteroides para uso en la
invencién incluyen Bacteroides massiliensis, Bacteroides
coprocola, Bacteroides thetaiotaomicron y Bacteroides caccae.
Un ejemplo adicional de una especie de Bacteroides para uso
en la invencidédn es Bacteroides fragilis. Bacteroides es un
género de bacterias obligatoriamente anaerobias, Gram -
negativas. Las especies de Bacteroides son Dbacilos no
formadores de endosporas, y pueden ser mdédviles o no mdviles,
dependiendo de la especie. Las especies de Bacteroides
constituyen una parte sustancial de la flora gastrointestinal
de mamiferos vy son esenciales para el procesamiento de
moléculas complejas.

Las células Bacteroides coprocola cultivadas en placas de
agar de sangre EG son estrictamente anaerdbbicas, no

formadoras de esporas, no méviles vy Gram-negativas. Las
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varillas cortas o) células con forma de varilla son

aproximadamente 0 < 8um de ancho y de 1longitud wvariable,
generalmente en el rango de 1-4um. Los ejemplos de cepas de
especies Bacteroides coprocola se describen en [16]. La cepa
de tipo M16T (= JCM 12979 = DSM 17136%) fue aislada de heces
de un ser humano sano. Dos cepas adicionales [M11 (= JCM
12980) y M156 (= JCM 12981)] se incluyen en esta especie. Los
numeros de acceso GenBank / EMBL / DDBJ para la secuencia del
gen ARNr 16S de estas cepas Bacteroides coprocola son
AB200223, AB200224 y AB200225 (descritas en este documento
como SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3).

La bacteria Bacteroides coprocola depositada con el nUmero de
acceso NCIMB 42408 se analizdé en los ejemplos y también se
denomina en este documento como la cepa 675. Una secuencia de
ARNr 16S para la cepa 675 que fue analizada se proporciona en
SEQ ID NO: 4. La cepa 675 ha sido depositada ante 1la
autoridad internacional de depdsito NCIMB, Ltd. (Ferguson
Building, Aberdeen, AB21 9YA, Escocia) por 4D Pharma Research
Ltd. (Life Sciences Building Innovation, Aberdeen, AB25 2ZS,
Escocia) el 13 de mayo de 2015 como "Bacteroidales 675" y se
le asignd el numero de acceso NCIMB 42408.

El genoma de la cepa 675 comprende un cromosoma Yy Uun
plasmido. Una secuencia de cromosoma de la cepa 675 se

proporciona en SEQ ID NO: 6. Una secuencia plasmidica de la
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cepa 675 se proporciona en SEQ ID NO: 7. Estas secuencias se

generaron utilizando la plataforma PacBio RS II.

También se espera que las cepas bacterianas estrechamente
relacionadas con la cepa analizada en los ejemplos puedan ser
eficaces para tratar o prevenir enfermedades vy afecciones
mediadas por IL-17 o la via Thl7. En ciertas realizaciones,
la cepa Dbacteriana para uso en la invencidén tiene una
secuencia de ARNr 16s que es al menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 %,
99 %, 99,5 % o0 99,9 % idéntica a la secuencia ARNr 16S de una
cepa bacteriana de Bacteroides coprocola. Preferiblemente, la
cepa bacteriana para uso en la invencidédn tiene una secuencia
de ARNr 16S que es al menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %,
99,5 % o 99,9 % idéntica a SEQ ID NO: 1, 2, 3 o 4.
Preferiblemente, la identidad de secuencia es SEQ ID NO: 4.
Preferiblemente, la cepa bacteriana para uso en la invencidn
tiene la secuencia ARNr 16S representada por SEQ ID NO: 4.
Otra cepa bacteriana preferida para uso en la invencidén es la
cepa Bacteroides thetaiotaomicron depositada con el numero de
acceso NCIMB 42341. Esta cepa se depositd ante la autoridad
internacional de depdsito NCIMB, Ltd. (Ferguson Building,
Aberdeen, AB21 9YA, Escocia) el 3 de diciembre 2014.

Otras cepas de Bacteroides thetaiotaomicron preferidas para
uso en la invencidén es la cepa tipo ATCC 29148 = CCUG 10774 =

CIP 104206 = DSM 2079 = JCM 5827 = NCTC 10582 = VPI 5482 y la
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cepa WAL 2926 = ATCC 29741. Otra cepa Bacteroides

thetaiotaomicron preferida para uso en la invencidén es la
cepa que se describe en EP1448995. El1 numero de acceso para
la secuencia del gen ARNr 16S de la cepa WAL 2926 de
Bacteroides thetaiotaomicron es M58763 (descrita en este
documento como SEQ ID NO: 5).

En ciertas realizaciones, la cepa bacteriana para uso en la
invencién tiene una secuencia de ARNr 16S que es al menos 95
%, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99,5 % o 99,9 % idéntica a la
secuencia ARNr 16S de wuna cepa bacteriana de Bacteroides
thetaiotaomicron. Preferiblemente, la cepa bacteriana para
uso en la invencidén tiene una secuencia ARNr 16S que es al
menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99,5 % o 99,9 % idéntica
a SEQ ID NO: 5. Preferiblemente, la cepa bacteriana para uso
en la invencidén tiene la secuencia ARNr 16S representada por
SEQ ID NO: 5.

Una cepa Bacteroides fragilis preferida para wuso en la
invencién es la cepa tipo ATCC 25285 = CCUG 4856 = CIP 77.16
= DSM 2151 = JCM 11019 = LMG 10263 = NCTC 9343. El nUmero de
acceso para la cepa NCTC 9343 completa del genoma Bacteroides
fragilis es CR626927. 1 (versidén: CR626927.1 GI: 60491031).
En ciertas realizaciones, la cepa bacteriana para uso en la
invencidén tiene un genoma con identidad de secuencia a

CR626927.1. En realizaciones preferidas, la cepa bacteriana
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para uso en la invencidén tiene un genoma con por lo menos 90

% de identidad de secuencia (por ejemplo, identidad de
secuencia de al menos 92 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99
% o 100 %) a CR626927.1 a través de al menos 60 % (por
ejemplo, al menos 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 95 %, 96 %,
97 %, 98 %, 99 &% o 100 %) de CR626927.1. Por ejemplo, la cepa
bacteriana para uso en la invencidn puede tener un genoma con
por lo menos 90 % de identidad de secuencia a CR626927.1 a
través de 70 % de CR626927.1, o al menos 90 % de identidad de
secuencia con CR626927.1 a través de 80 $ de CR626927.1, o al
menos 90 % de identidad de secuencia a CR626927.1 a través de
90 % de CR626927.1, o al menos 90 % de identidad de secuencia
con CR626927.1 a través de 100 % de CR626927.1, o % de
identidad de secuencia de al menos 95 % a CR626927 .1 a
través de 70 % de CR626927.1, o al menos 95 % de identidad de
secuencia con CR626927.1 a través de 80 % de CR626927.1, o al
menos 95 % de identidad de secuencia con CR626927.1 a través
de 90 % de CR626927.1, o al menos 95 % de identidad de
secuencia con CR626927.1 a través de 100 % de CR626927.1, o
al menos 98 % de identidad de secuencia con CR626927.1 a
través de 70 % de CR626927.1, o al menos 98 % de identidad de
secuencia con CR626927.1 a través de 80 % de CR626927.1, o al

menos 98 % de identidad de secuencia con CR626927.1 a través

de 90 % de CR626927.1, o al menos 98 % de identidad de
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secuencia con CR626927.1 a través de 100 % de CR626927.1.

En ciertas realizaciones, la cepa bacteriana para uso en la
invencidén tiene un cromosoma con identidad de secuencia a SEQ
ID NO: 6. En realizaciones preferidas, la cepa bacteriana
para uso en la invencidén tiene un cromosoma con al menos 90 %
de identidad de secuencia (por ejemplo, al menos 92 %, 94 %,

95 %, 9% %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad de

secuencia) con la SEQ ID NO: 6 a través de al menos 60 % (por

o\

ejemplo, al menos 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 95 %, 96 %,

o°
o°

97 %, 98 , 99 o 100 %) de SEQ ID NO: 6. Por ejemplo, la

cepa bacteriana para uso en la invencidén puede tener un
cromosoma con al menos 90 % de identidad de secuencia con la
SEQ ID NO: 6 a través de 70 % de la SEQ ID NO: 6, o al menos
90 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 6 a través
de 80 % de la SEQ ID NO: 6, o al menos 90 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 6 a través de 90 % de la SEQ ID
NO: 6, o al menos 90 % de identidad de secuencia con la SEQ
ID NO: 6 a través de 100 % de SEQ ID NO: 6, o al menos 95 %
de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 6 a través de 70
% de la SEQ ID NO: 6, o al menos 95 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 6 a través de 80 % de la SEQ ID
NO: 6, o al menos 95 % de identidad de secuencia con la SEQ

ID NO: 6 a través de 90 % de la SEQ ID NO: 6, o 95 % de

identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 6 a través de 100 %
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de la SEQ ID NO: 6, o al menos 98 % de identidad de secuencia

con la SEQ ID NO: 6 a través de 70 % de la SEQ ID NO: 6, o al
menos 98 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 6 a
través de 80 % de la SEQ ID NO: 6, o al menos 98 % de
identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 6 a través de 90 %
de la SEQ ID NO: 6, o al menos 98 % de identidad de secuencia
con la SEQ ID NO: 6 a través de 100 % de la SEQ ID NO: 6.

En ciertas realizaciones, la cepa bacteriana para uso en la
invencién tiene un plasmido con identidad de secuencia con
SEQ ID NO: 7. En realizaciones preferidas, la cepa bacteriana

para uso en la invencidén tiene un plésmido con al menos 90 %

de identidad de secuencia (por ejemplo, al menos 92 %, 94 %,

o\
o°
o°

95 %, 96 , 97 %, 98 ;99 o 100 % de identidad de

Qo

secuencia) con la SEQ ID NO: 7 a través de al menos 60 % (por

o°

ejemplo, al menos 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 95 %, 96 %,

97 %, 98

o°

;99

o\°

o 100 %) de SEQ ID NO: 7. Por ejemplo, la
cepa bacteriana para uso en la invencidén puede tener un
plasmido con al menos 90 % de identidad de secuencia con la
SEQ ID NO: 7 a través de 70 % de la SEQ ID NO: 7, o al menos
90 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 7 a través
de 80 % de la SEQ ID NO: 7, o al menos 90 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 7 a través de 90 % de la SEQ ID

NO: 7, o al menos 90 % de identidad de secuencia con la SEQ

ID NO: 7 a través de 100 % de SEQ ID NO: 7, o al menos 95 %
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de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 7 a través de 70

% de la SEQ ID NO: 7, o al menos 95 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 7 a través de 80 % de la SEQ ID
NO: 7, o al menos 95 % de identidad de secuencia con la SEQ
ID NO: 7 a través de 90 % de la SEQ ID NO: 7, o al menos 95 %
de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 7 a través de 100
% de la SEQ ID NO: 7, o al menos 98 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 7 a través de 70 &% de la SEQ ID
NO: 7, o al menos 98 % de identidad de secuencia con la SEQ
ID NO: 7 a través de 80 % de la SEQ ID NO: 7, o al menos 98 %
de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 7 a través de 90
% de la SEQ ID NO: 7, o al menos 98 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 7 a través de 100 $ de la SEQ ID
NO: 7.

En ciertas realizaciones, la cepa bacteriana para uso en la
invencién tiene un cromosoma con identidad de secuencia con
SEQ ID NO: 6 y un plésmido con identidad de secuencia con SEQ
ID NO: 7.

También se espera que las cepas bacterianas que son biotipos
de la bacteria depositada con el numero de acceso 42408 sean
eficaces para tratar o prevenir enfermedades vy afecciones
mediadas por IL-17 o la via Thl7. También se espera que las

cepas bacterianas que son biotipos de una bacteria depositada

con el numero de acceso NCIMB 42341, ATCC 29148 o ATCC 29741
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sean eficaces para tratar O prevenir enfermedades y

afecciones mediadas por IL-17 o la via Thl7. Un biotipo es
una cepa estrechamente relacionada que tiene las mismas
caracteristicas fisioldgicas y biogquimicas, o muy similares.

Las cepas que son biotipos de una bacteria depositada con el
numero de acceso NCIMB 42408, NCIMB 42341, ATCC 29148 o ATCC
29741 y que son adecuadas para uso en la invencidén pueden
identificarse mediante la secuenciacidén de otras secuencias
de nucledétidos para una bacteria depositada con el nUmero de
acceso NCIMB 42408, NCIMB 42341, ATCC 29148 o ATCC 29741. Por
ejemplo, sustancialmente todo el genoma puede ser secuenciado
y una cepa biotipo para uso en la invencién puede tener al
menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99,5 % o 99,9 % de

identidad de secuencia a través de al menos 80 % de 1la

totalidad de su genoma (por ejemplo, a través de al menos 85

o\°
o°

%, 90 , 95 o 99 %, o a través de todo su genoma). Otras
secuencias adecuadas para uso en la identificacidén de cepas
biotipo pueden incluir hsp60 o secuencias repetitivas tales
como BOX, ERIC, (GTG)s, o REP o [17]. Cepas biotipo pueden
tener secuencias con al menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %,
99,5 % o 99,9 % de identidad de secuencia con la secuencia
correspondiente de una bacteria depositada con el numero de

acceso NCIMB 42408, NCIMB 42341, ATCC 29148 o ATCC 29741.

Alternativamente, cepas dque son Dbiotipos de una Dbacteria
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depositada con el nuUmero de acceso NCIMB 42408, NCIMB 42341,

ATCC 29148 o ATCC 29741 y qgque son adecuadas para uso en la
invencidén pueden ser identificadas mediante el nUmero de
acceso de depdsito NCIMB 42408 o el numero de acceso de
depdésito NCIMB 42341 o el nUmero de acceso de depdsito ATCC
29148 o el numero de acceso de depdsito ATCC 29741 y analisis
de fragmentos de restriccidén y/o anadlisis de PCR, por ejemplo
mediante el uso de polimorfismos en la longitud de fragmentos
amplificados fluorescentes (FAFLP, por sus siglas en inglés)
y huellas genéticas de PCR(rep) de elementos de ADN
repetitivo, o andlisis del ©perfil de ©proteinas, o la
secuenciacién parcial de ADNr 16S o 23S. En realizaciones
preferidas, tales técnicas se pueden utilizar para
identificar otras cepas Bacteroides coprocola o Bacteroides
thetaiotaomicron.

En ciertas realizaciones, cepas gque son Dbiotipos de una
bacteria depositada con el nuUmero de acceso NCIMB 42408,
NCIMB 42341, ATCC 29148 o ATCC 29741 y que son adecuadas para
uso en la invencidén son cepas que proporcionan el mismo
patrdén gque una Dbacteria depositada con el numero de acceso
NCIMB 42408, NCIMB 42341, ATCC 29148 o ATCC 29741 cuando se
analizaron por anédlisis de restriccidén del ADN ribosomal
amplificado (ARDRA, por sus siglas en inglés), por ejemplo

cuando se wutiliza la enzima de restriccidén Sau3AI (para
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ejemplos de métodos y orientacidén véase, por ejemplo, [18]).

Alternativamente, las cepas del biotipo se identifican como
cepas que tienen 1los mismos patrones de fermentacidén de
carbohidratos que una bacteria depositada con el numero de
acceso NCIMB 42408, NCIMB 42341, ATCC 29148 o ATCC 29741.

Otras cepas de Bacteroides que son atiles en las
composiciones y métodos de la invencidn, tales como biotipos
de una Dbacteria depositada con el numero de acceso NCIMB
42408, NCIMB 42341, ATCC 29148 o ATCC 29741, se pueden
identificar wusando cualquier método o estrategia apropiada,
incluso los ensayos que se describen en los ejemplos. Por
ejemplo, las cepas para uso en la invencién pueden ser
identificadas mediante el cultivo anaerdébico en YCFA y/o la
administracién de las bacterias para el modelo de ratdn de
artritis inducida por coldgeno de tipo II y, a continuacidn
evaluando los niveles de citogquinas. En particular, las cepas
bacterianas con patrones similares de crecimiento, tipo
metabdlico vy/o antigenos de superficie gque una bacteria
depositada con el nuUmero de acceso NCIMB 42408, NCIMB 42341,
ATCC 29148 o ATCC 29741, pueden ser utiles en la invencién.
Una cepa de utilidad tendra actividad moduladora inmunitaria
comparable a la NCIMB 42408, NCIMB 42341, ATCC 29148 o cepa
ATCC 29741. En particular, una cepa biotipo provocarad efectos

comparables sobre los multiples modelos de enfermedad de la
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esclerosis, el asma, la artritis y efectos comparables sobre

los niveles de citoquinas a los efectos que aparecen en los
ejemplos, que se pueden identificar mediante el uso de 1los
protocolos de <cultivo vy administracién descritos en 1los
ejemplos.

Una cepa particularmente preferida de la invencidn es la cepa
Bacteroides coprocola depositada con el numero de acceso
NCIMB 42408. Este es la cepa 675 de ejemplo analizada en 1los
ejemplos y de mostrada eficacia para tratar la enfermedad.
Por lo tanto, la invencidén proporciona una célula, tal como
una célula aislada, de la cepa Bacteroides coprocola
depositada con el numero de acceso NCIMB 42408, o un derivado
de esta. La invencidén también proporciona una composicidn que
comprende una célula de la cepa Bacteroides coprocola
depositada con el numero de acceso NCIMB 42408, o un derivado
de esta. La invencidén también proporciona un cultivo
bioldgicamente  puro de la cepa Bacteroides coprocola
depositada con el nuUmero de acceso NCIMB 42408. La invencidn
también ©proporciona una célula de la cepa Bacteroides
coprocola depositada con el numero de acceso NCIMB 42408, o
un derivado del mismo, para uso en terapia, en particular
para las enfermedades descritas en la presente divulgacién.
Un derivado de la cepa depositada con el numero de acceso

NCIMB 42408, NCIMB 42341, ATCC 29148 o ATCC 29741 puede ser
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una cepa hija (progenie) o una cepa cultivada (subclonada) de

la original. Un derivado de una cepa de la invencidén puede
modificarse, por ejemplo a nivel genético, sin ablacidén de la
actividad bioldégica. En particular, una cepa derivada de la
invencidén es terapéuticamente activa. Una cepa derivada
tendrad actividad moduladora inmunitaria comparable a la cepa
original, NCIMB 42408, NCIMB 42341, ATCC 29148 o ATCC 29741.
En particular, una cepa derivada provocaréa efectos
comparables sobre los multiples modelos de enfermedad de 1la
esclerosis, el asma, la artritis y efectos comparables sobre
los niveles de citogquinas a los efectos que aparecen en los
ejemplos, qgque se pueden identificar mediante el uso de los
protocolos de cultivo vy administracidén descritos en 1los
ejemplos. Un derivado de la cepa NCIMB 42408 sera
generalmente un biotipo de la cepa NCIMB 42408. Un derivado
de la cepa NCIMB 42341, ATCC 29148 o ATCC 29741 seré
generalmente un biotipo de la cepa NCIMB 42341, ATCC 29148 o
ATCC 29741.

Las referencias a células de la cepa Bacteroides coprocola
depositada con el numero de acceso NCIMB 42408 abarcan
cualquier célula gque tenga las mismas caracteristicas
terapéuticas de eficacia vy de seguridad que las cepas
depositadas con el nUmero de acceso NCIMB 42408, vy tales

células son abarcadas por la invencidén. Las referencias a
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células de la cepa Bacteroides thetaiotaomicron depositada

con los numeros de acceso NCIMB 42341, ATCC 29148 o ATCC
29741 abarcan cualgquier célula que tenga las mismas las
caracteristicas terapéuticas de eficacia y de seguridad gque
las cepas depositadas con el nUmero de acceso NCIMB 42341,
ATCC 29148 o ATCC 29741, y tales células estan abarcadas por
la invenciédn.

En realizaciones preferidas, las cepas bacterianas en las
composiciones de la invencidén son viables vy capaces de
colonizar parcial o totalmente el intestino.

Usos terapéuticos

Como se demuestra en los ejemplos, las composiciones
bacterianas de la invencidén son eficaces para reducir la
respuesta inflamatoria de Thl7. En particular, el tratamiento
con composiciones de la invencidén logra una reduccidén en los
niveles de IL-17A vy otras citoquinas de 1la via Thl7, vy
mejoras clinicas en modelos animales de afecciones mediadas
por IL-17 y la via Thl7. Por lo tanto, las composiciones de
la invencidén pueden ser Utiles para tratar o prevenir
enfermedades inflamatorias y autoinmunitarias, % en
particular enfermedades o afecciones mediadas por IL-17. En
particular, las composiciones de la invencidén pueden ser
utiles para reducir o prevenir la elevacién de la respuesta

inflamatoria de IL-17.
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Las células Th1l7 son un subconjunto de células T

colaboradoras que producen, por ejemplo, IL-17A, IL17-F, IL-
21 e IL-22. La diferenciacidén celular Thl7 y la expresidén IL-
17 pueden ser impulsadas por IL-23. Estas citogquinas y otras
forman parte importantes de la via Thl7, que es una via de
seflalizacidén inflamatoria bien establecida que contribuye vy
subyace a una serie de enfermedades inflamatorias y
autoinmunitarias (como se describe en, por ejemplo, [19-24]).
Las enfermedades en las que se activa la wvia Thl7 son las
enfermedades mediadas por la via Thl7. Las enfermedades
mediadas por la via Thl7 se pueden mejorar o aliviarse
mediante la represidén de la via Thl7, que puede ser a través
de una reduccidén en la diferenciacidén de las células Thl7 o
una reduccidén en su actividad o una reduccidén en el nivel de
citoquinas de la wvia Thl7. Las enfermedades mediadas por 1la
via Thl7 pueden caracterizarse por el aumento de los niveles
de citoquinas producidas por las células Thl7, como la IL-
17A, IL-17F, 1IL-21, 1IL-22, IL-26, IL-9 (revisado en [25]).
Las enfermedades mediadas ©por la via Thl7 se pueden
caracterizar por el aumento de la expresidén de genes
relacionados con Th-17, tales como Stat3 o IL-23R. Las
enfermedades mediadas por la via Thl7 pueden estar asociadas
con mayores niveles de células Thl7.

IL-17 es una citoquina proinflamatoria que contribuye a la
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patogénesis de varias enfermedades y afecciones inflamatorias

y autoinmunitarias. IL-17 tal como se usa en la presente
puede referirse a cualquier miembro de la familia IL-17, que
incluye IL-17A, IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E, y la IL-17F.
Las enfermedades y afecciones mediadas por IL-17 se
caracterizan por la alta expresidén de IL-17 vy/o 1la
acumulacidén o presencia de células IL-17-positivas en un
tejido afectado por la enfermedad o afeccidén. Del mismo modo,
las enfermedades y las afecciones mediadas por IL-17 son las
enfermedades y afecciones que son exacerbadas por los altos
niveles de IL-17 o un aumento de los niveles IL-17, y gque se
alivian por los bajos niveles 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 enfermedades y afecciones que pueden ser
mediadas por IL-17 o por la via Thl7 incluyen la esclerosis

multiple; artritis, tales como la artritis reumatoidea, la

osteoartritis, la artritis psoriédsica, o la artritis
idiopatica Jjuvenil; neuromielitis Ooptica (enfermedad de
Devic) ; espondilitis anquilosante; espondiloartritis;
psoriasis; lupus eritematoso sistémico; enfermedad

inflamatoria del intestino, como la enfermedad de Crohn o
colitis wulcerosa; enfermedad celiaca; asma, tal como asma

alérgica o asma neutrofilica; enfermedad pulmonar obstructiva
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crbédnica (COPD); céncer, como cancer de mama, cancer de colon,

cancer de pulmébn o cancer de ovarios; uveitis; escleritis;
vasculitis; enfermedad de Behcget; aterosclerosis; dermatitis
atépica; enfisema; periodontitis; rinitis alérgica; y el
rechazo del aloinjerto. En realizaciones preferidas, las
composiciones de la invencidn se usan para tratar o prevenir
una o mas de estas afecciones o enfermedades. En otras
realizaciones preferidas, estas afecciones o enfermedades
estdn mediadas por IL-17 o por la via Thl7.

En ciertas realizaciones, las composiciones de la invenciédn
son para uso en un método para reducir la produccidn de IL-17
o la reduccién de la diferenciacidén de células Thl7 en el
tratamiento o prevencidén de una enfermedad o afeccidn mediada
por IL-17 o por la via Thl7. En ciertas realizaciones, las
composiciones de la invencidén son para uso en el tratamiento
o) prevencioén de una enfermedad inflamatoria o)
autoinmunitaria, en donde dicho tratamiento o prevencidén se
logra mediante la reduccidén o la prevencidén de la elevacidn
de la respuesta inflamatoria de Thl7. En ciertas
realizaciones, las composiciones de la invencidn son para uso
en el tratamiento de un paciente con una enfermedad
inflamatoria o autoinmunitaria, en la que el paciente tiene
niveles elevados de IL-17 o células Thl7 elevadas o exhibe

una respuesta inflamatoria de Thl7. En ciertas realizaciones,
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el paciente puede haber sido diagnosticado con una enfermedad

o afeccidédn croénica inflamatoria o autoinmunitaria, o 1la
composiciédn de la invencidn puede ser para uso en la
prevencién de gque una enfermedad o afeccién inflamatoria o
autoinmunitaria se convierta en una enfermedad o afeccidn
inflamatoria o autoinmunitaria crbnica. En ciertas
realizaciones, la enfermedad o afeccidén pueden no ser
sensibles al tratamiento con inhibidores de TNF-a. Estos usos
de la invencién pueden aplicarse a cualquier enfermedad o
afeccidn especifica enumerada en el parrafo anterior.

IL-17 y la via Thl7 se asocian a menudo con enfermedades
inflamatorias y autoinmunitarias crénicas, por lo que las
composiciones de la invencidén pueden ser particularmente
utiles para el tratamiento o prevencidédn de enfermedades o
afecciones c¢rénicas como se 1indicaron anteriormente. En
ciertas realizaciones, las composiciones son para uso en
pacientes con enfermedad crénica. En ciertas realizaciones,
las composiciones son para uso en la prevencidén del
desarrollo de enfermedades croénicas.

Las composiciones de 1la invencidédn pueden ser Utiles para
tratar enfermedades y afecciones mediadas por IL-17 o por la
via Thl7 y para hacer frente a la respuesta inflamatoria de
Thl7, por lo que las composiciones de la invencidén pueden ser

particularmente Utiles para el tratamiento o prevencidén de la
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enfermedad crénica, tratamiento o prevencién de enfermedades

en pacientes qgue no han respondido a otros tratamientos
(tales como el tratamiento con inhibidores de TNF-o), vy/o
tratamiento o prevencién del dafio de tejidos y sintomas
asociados con las células Thl7 e IL-17. Por ejemplo, IL-17 es
conocida por activar la destruccidédn de la matriz en el
cartilago y el tejido éseo y la IL-17 tiene un efecto
inhibidor sobre la produccién de la matriz de condrocitos vy
osteoblastos, asi que las composiciones de la invenciédn
pueden ser Utiles para tratar o prevenir la erosidn dbsea o el
dafio del cartilago.

En ciertas realizaciones, el tratamiento con composiciones de
la invencidén proporciona una reduccidén o impide una elevacidn
de los niveles de IL-17, en particular, los niveles de IL-
17A. En ciertas realizaciones, el tratamiento con
composiciones de la invencibén proporciona una reduccidén o
impide una elevacidén de los niveles de IFN-y, IL-1p3, RANTES,
MIP-la, IL-8 o IL-6. Tal reduccién o prevencidén de 1los
niveles elevados de estas citogquinas pueden ser utiles para
tratar o prevenir enfermedades y afecciones inflamatorias vy
autoinmunitarias, en particular las mediadas por IL-17 o por
la via Thl7.

Asma

En realizaciones preferidas, las composiciones de la
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invencidén son para uso en el tratamiento o la prevencidédn del

asma. Los ejemplos demuestran que las composiciones de 1la
invencidén logran una reduccidén en el reclutamiento de
neutréfilos y/o eosindéfilos en las vias respiratorias después
de la sensibilizacidén y la provocacidén con extracto de &acaros
del polvo doméstico, por lo que pueden ser uUtiles en el
tratamiento o la prevenciédn del asma. El asma es una
enfermedad crdénica que se caracteriza por la inflamacidén y la
restriccién de las vias respiratorias. La inflamacidén en el
asma puede ser mediada por las células Thl7 y/o IL-17, por 1lo
que las composiciones de la invencién pueden ser
particularmente eficaces para prevenir o tratar el asma. La
inflamacidén en el asma puede ser mediada por eosindfilos y/o
neutréfilos.

En ciertas realizaciones, el asma es eosinofilica o asma
alérgica. El1 asma eosinofilica vy el asma alérgica se
caracterizan por el aumento de la cantidad de eosindéfilos en
sangre periférica y en las secreciones de las vias
respiratorias y se asocia patoldgicamente con el espesamiento
de la zona de la membrana basal y farmacoldgicamente por la
capacidad de respuesta a los corticosteroides [26]. Las
composiciones que reducen o 1inhiben el reclutamiento de
eosindéfilos o su activacidédn pueden ser Utiles para tratar o

prevenir el asma eosinofilica y el asma alérgica.
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En realizaciones adicionales, las composiciones de la

invencidén son para uso en el tratamiento o la prevencidédn del
asma neutrofilica (o el asma no eosinofilica). La alta
cantidad de neutrdéfilos estd asociada con el asma grave que
puede ser insensible al tratamiento con corticosteroides. Las
composiciones que reducen o inhiben el reclutamiento de
neutré6filos o de su activacidn pueden ser Utiles para tratar
o prevenir el asma neutrofilica.

El asma eosinofilica y el asma neutrofilica no son afecciones
mutuamente exclusivas y tratamientos dirigidos a mejorar las
respuestas de neutrdéfilos o bien la de eosindéfilos pueden ser
Gtiles para el tratamiento del asma en general.

El aumento de los niveles de IL-17 y la activacidén de la via
Thl7 estdn asociados con el asma grave, por lo que las
composiciones de la invencidén pueden ser Utiles para prevenir
el desarrollo de asma grave o para el tratamiento del asma
grave.

En ciertas realizaciones, las composiciones de la invenciédn
son para uso en los métodos de reduccidédn de una respuesta
inflamatoria eosinofilica en el tratamiento o prevencidédn del
asma, O para uso en métodos para reducir una respuesta
inflamatoria neutrofilica en el tratamiento o prevencidédn del
asma. Como se sefialdé anteriormente, los altos niveles de

eosindéfilos en el asma se asocian patoldgicamente con el
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espesamiento de la membrana basal, por lo que la reduccidédn de

la respuesta inflamatoria eosinofilica en el tratamiento o
prevencidén del asma puede ser capaz de tratar especificamente
esta caracteristica de la enfermedad. Ademéds, los neutrdfilos
elevados, ya sea en combinacidén con eosindéfilos elevados o en
su ausencia, se asocian con asma grave vy estrechamiento
crbénico de las vias respiratorias. Por lo tanto, la reduccidn
de la respuesta inflamatoria neutrofilica puede ser
particularmente Gtil para tratar el asma grave.

En ciertas realizaciones, las composiciones reducen la
infiltracidén peribronquial en el asma alérgica, o son para
uso en la reduccién de la infiltracidén peribrongquial en el
tratamiento de asma alérgica. En ciertas realizaciones, las
composiciones reducen la infiltracidén peribronquial vy/o
perivascular en el asma neutrofilica, o son para uso en la
reduccidén de la infiltracidén peribronquial y/o perivascular
en el tratamiento del asma alérgica neutrofilica.

En ciertas realizaciones, el tratamiento con composiciones de
la invencidén proporciona una reduccidén o impide una elevacidn
en los niveles de IL-1B, IFNy, RANTES, MIP-la o IL-8.

En ciertas realizaciones, las composiciones de la invenciédn
son para uso en un método para tratar el asma que resulta en
una reduccidén de la respuesta inflamatoria eosinofilica vy/o

neutrofilica. En ciertas realizaciones, el paciente a ser
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tratado tiene, o ha sido previamente identificado con niveles

elevados de neutréfilos o eosindéfilos, por ejemplo como se
identifica a través de muestras de sangre o analisis de
esputo.

Las composiciones de 1la invencién pueden ser utiles para
prevenir el desarrollo del asma en un recién nacido cuando se
administra al recién nacido o a una mujer embarazada. Las
composiciones pueden ser Utiles para prevenir el desarrollo
de asma en nifios. Las composiciones de la invencidén pueden
ser utiles para tratar o prevenir asma en adultos. Las
composiciones de la invencidén pueden ser Utiles para el
control o alivio del asma. Las composiciones de la invencidn
pueden ser particularmente Utiles para reducir los sintomas
asociados con el asma gque se agrava por alérgenos, tales como
los &caros del polvo doméstico.

Tratamiento o prevencién del asma pueden referirse, por
ejemplo, a un alivio de la gravedad de los sintomas o una
reduccidén en la frecuencia de exacerbaciones o la amplitud de
factores desencadenantes gque son un problema para el
paciente.

Artritis

En realizaciones preferidas, las composiciones de la
invencidén son para uso en el tratamiento o prevencidén de la

artritis reumatoidea (AR). Los ejemplos demuestran que las
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composiciones de la invencién logran una reduccidén de los

signos clinicos de AR en un modelo de ratdn, reducen el dafio
en el cartilago y en los huesos, y reducen la respuesta
inflamatoria de IL-17, por lo gque pueden ser utiles en el
tratamiento o la prevencién de AR. AR es un trastorno
inflamatorio sistémico que afecta principalmente a 1las
articulaciones. AR esté asociada con una respuesta
inflamatoria que resulta en la inflamacién de las
articulaciones, la hiperplasia sinovial y la destruccidén de
cartilago y hueso. Las células IL-17 y Thl7 pueden tener un
papel clave en la AR, por ejemplo debido a que IL-17 inhibe
la produccién de matriz en condrocitos y osteoblastos vy
activa la produccidén y la funcidn de las metaloproteinasas de
la matriz y porque la actividad de 1la enfermedad AR se
correlaciona con niveles de IL-17 y cantidades de células Th-
17 [27,28], por lo tanto las composiciones de la invenciédn
pueden ser particularmente eficaces para la prevencidédn o el
tratamiento de la AR.

En ciertas realizaciones, las composiciones de la invenciédn
son para uso en la reduccidédn de los niveles de IL-17 o la
prevencidédn de la elevacidén de 1los niveles de IL-17 en el
tratamiento o la prevencién de AR. En ciertas realizaciones,
el tratamiento con composiciones de la invencidén proporciona

una reduccidén o impide una elevacidn de los niveles de IL-17,



10

15

20

47
en particular, los niveles de IL-17A. En ciertas

realizaciones, el tratamiento con composiciones de la
invencidén proporciona una reduccidén o impide una elevacidn de
los niveles de IFN-y o de IL-6.

En ciertas realizaciones, el tratamiento con las
composiciones de la invencidén resulta en una reduccidn de la
inflamacién de las articulaciones. En ciertas realizaciones,
las composiciones de la invencidén son para uso en pacientes
con inflamacidén en las articulaciones o los ©pacientes
identificados en riesgo de tener inflamacidén de las
articulaciones. En ciertas realizaciones, las composiciones
de la invencidén son para uso en un método para reducir la
inflamacidén de las articulaciones en la AR.

En cilertas realizaciones, el tratamiento con las
composiciones de la invencidén resulta en una reduccidén en el
dafio del cartilago o el dafo de los huesos. En ciertas
realizaciones, las composiciones de la invencidn son para uso
en la reduccidén o prevencidén del dafio del cartilago o del
dafio éseo en el tratamiento de la AR. En ciertas
realizaciones, las composiciones son para uso en el
tratamiento de pacientes con AR grave que estdn en riesgo de
dafio del cartilago o erosidén del hueso.

E1l aumento de los niveles de IL-17 y la cantidad de células

Thl7 estdn asociados con la destruccidén del cartilago y la
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destruccién oésea en la AR [27,28]. IL-17 es conocida por

activar la destruccién de la matriz en el cartilago y el
tejido o6éseo e IL-17 tiene un efecto inhibidor sobre 1la
produccién de matriz en condrocitos y osteoblastos. Por 1lo
tanto, en ciertas realizaciones, las composiciones de la
invencidén son para uso en la prevencidén de la erosidn bsea o
el dafio del cartilago en el tratamiento de la AR. En ciertas
realizaciones, las composiciones son para uso en el
tratamiento de pacientes que presentan erosidén désea o el dafio
del cartilago o los pacientes identificados con riesgo de
erosidén bsea o dafio del cartilago.

TNF-o también se asocia con la AR, pero TNF-a no esté
implicada en la patogénesis de las etapas posteriores de la
enfermedad. Por el contrario, IL-17 tiene un papel en todas
las etapas de la enfermedad crénica [29]. Por lo tanto, en
ciertas realizaciones, las composiciones de la invencidén son
para uso en el tratamiento de la AR crédnica o la AR de Ultima
etapa, tal como es la enfermedad que incluye la destruccidn
articular y pérdida de cartilago. En ciertas realizaciones,
las composiciones de la invencidn son para el tratamiento de
pacientes que han recibido previamente terapia anti-TNF-o. En
ciertas realizaciones, 1los pacientes a ser tratados no
responden o han dejado de responder a la terapia anti-TNF-a.

Las composiciones de 1la invencidédn pueden ser Utiles para
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modular el sistema inmunitario de un paciente, por lo gque en

ciertas realizaciones, las composiciones de la invencidén son
para uso en la prevencidédn de AR en un paciente que ha sido
identificado en riesgo de desarrollar AR, o gque ha sido
diagnosticado con AR en etapa temprana. Las composiciones de
la invencidén pueden ser Utiles para prevenir el desarrollo de
la AR.

Las composiciones de la invencién pueden ser Utiles para el
control o el alivio de la AR. Las composiciones de la
invencidén pueden ser particularmente Utiles para reducir los
sintomas asociados con la inflamacidén de las articulaciones o
la destruccidén oésea. Tratamiento o prevencidédn de AR pueden
referirse, por ejemplo, a un alivio de la gravedad de 1los
sintomas o una reduccidén en la frecuencia de exacerbaciones o
la amplitud de factores desencadenantes que son un problema
para el paciente.

Esclerosis maltiple

En realizaciones preferidas, las composiciones de la
invencidén son para uso en el tratamiento o la prevencidén de
la esclerosis multiple. Los ejemplos demuestran dque 1las
composiciones de la invencidén logran una reduccidén en la
incidencia de la enfermedad y gravedad de la enfermedad en un
modelo de ratén de esclerosis multiple (modelo EAE), y por 1lo

tanto pueden ser uUtiles en el tratamiento o prevencidén de la
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esclerosis multiple. La esclerosis multiple es un trastorno

inflamatorio asociado con un dafio a las vainas de mielina de
las neuronas, en particular en el cerebro y la columna
vertebral. La esclerosis multiple es una enfermedad crdénica,
que es progresivamente incapacitante y que evoluciona en
episodios. Las células Thl7 e IL-17 pueden tener un papel
clave en la esclerosis multiple, por ejemplo, debido a que
los niveles de IL-17 se pueden correlacionar con las lesiones
de la esclerosis multiple, IL-17 puede perturbar uniones
estrechas de las células endoteliales de la barrera
hematoencefédlica, y las células Thl7 pueden migrar hacia el
sistema nervioso central y causar la pérdida neuronal
[30,31]. Por lo tanto, las composiciones de 1la invenciédn
pueden ser particularmente eficaces para prevenir o tratar la
esclerosis multiple.

En ciertas realizaciones, el tratamiento con las
composiciones de la invencidén resulta en una reduccidn de la
incidencia de la enfermedad o la gravedad de la enfermedad.
En ciertas realizaciones, las composiciones de la invenciédn
son para uso en la reduccidén de la incidencia de 1la
enfermedad o) gravedad de la enfermedad. En ciertas
realizaciones, el tratamiento con las composiciones de la
invencidén evita una disminucién de la funcidn motora o da

como resultado wuna funcidédn motora mejorada. En ciertas
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realizaciones, las composiciones de la invencidén son para uso

en la prevencién de una disminucién de la funcidén motora o
para uso en la mejora de la funcidén motora. En ciertas
realizaciones, el tratamiento con las composiciones de la
invencidén previene el desarrollo de paradlisis. En ciertas
realizaciones, las composiciones de la invencidn son para uso
en la prevenciédn de paradlisis en el tratamiento de la
esclerosis multiple.

Las composiciones de 1la invencién pueden ser utiles para
modular el sistema inmunitario de un paciente, por lo gque, en
ciertas realizaciones, las composiciones de la invencidn son
para uso en la prevencién de la esclerosis multiple en un
paciente que ha sido identificado en riesgo de desarrollar
esclerosis multiple, o que ha sido diagnosticado con
esclerosis multiple en su fase inicial o la esclerosis
miltiple "recurrente-remitente". Las composiciones de 1la
invencidén pueden ser Utiles para prevenir el desarrollo de la
esclerosis. De hecho, los ejemplos muestran que la
administracién de composiciones de la invencidén evitd el
desarrollo de la enfermedad en muchos ratones.

Las composiciones de la invencidén pueden ser Utiles para el
control o el alivio de la esclerosis multiple. Las
composiciones de la invencidén pueden ser particularmente

Utiles para reducir los sintomas asociados con la esclerosis
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miltiple. Tratamiento o prevencidén de la esclerosis multiple

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

Cancer

En realizaciones preferidas, las composiciones de la
invencidén son para uso en el tratamiento o la prevencidédn del
cancer. IL-17 y la via Thl7 tienen papeles centrales en el
desarrollo y progresidédn del cancer, y por lo tanto las
composiciones de la invencidédn pueden ser UGtiles para tratar o
prevenir el cancer.

Aunque las funciones de las células Thl7 e IL-17 en el cancer
no se conocen completamente, si se conocen numerosos efectos
protumorales de las células Thl7 e IL-17. Por ejemplo, las
células Thl7 e 1IL-17 pueden promover la angiogénesis,
aumentar la proliferacidn vy supervivencia de las células
tumorales y activar factores de transcripcidn promotores de
tumores [32-34].

En cilertas realizaciones, el tratamiento con las
composiciones de la invencidén resulta en una reduccidn en el
tamafio del tumor o una reduccién en el crecimiento tumoral.
En ciertas realizaciones, las composiciones de la invenciédn

son para uso en la reduccidén de tamafio del tumor o la
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reduccidén del crecimiento tumoral. Las composiciones de 1la

invencidén pueden ser eficaces para reducir el tamafio del
tumor o su crecimiento. En ciertas realizaciones, las
composiciones de la invencidén son para su uso en pacientes
con tumores s6lidos. En ciertas realizaciones, las
composiciones de la invencidédn son para uso en la reduccidn o
prevencidén de la angiogénesis en el tratamiento del céancer.
Las células Thl7 e 1IL-17 tienen un papel central en la
angiogénesis. En ciertas realizaciones, las composiciones de
la invencidén son para uso en la prevencidn de la metéstasis.
En ciertas realizaciones, las composiciones de la invenciédn
son para uso en el tratamiento o la prevencidén del cancer de
mama. Las composiciones de la invencidédn pueden ser eficaces
para el tratamiento de céncer de mama, y las células Thl7 e
IL-17 tienen un papel importante en el céncer de mama [35].
En ciertas realizaciones, las composiciones de la invenciédn
son para uso en la reduccidédn del tamafio del tumor, la
reduccidén del crecimiento tumoral, o la reduccidn de 1la
angiogénesis en el tratamiento de <céncer de mama. En
realizaciones preferidas, el cancer es carcinoma de mama. En
realizaciones preferidas, el cancer es cancer de mama de
etapa IV.

En ciertas realizaciones, las composiciones de la invenciédn

son para uso en el tratamiento o la prevencidén del céncer de
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pulmén. Las composiciones de la invencidén pueden ser eficaces

para el tratamiento de céancer de pulmdbdén, y las células Thl7 e
IL-17 tienen un papel importante en el cancer de pulmdén [36].
En ciertas realizaciones, las composiciones de la invenciédn
son para uso en la reduccién de tamafio del tumor, la
reduccidén del crecimiento tumoral, o la reduccidn de 1la
angiogénesis en el tratamiento del céncer de pulmdn. En
realizaciones preferidas, el cédncer es carcinoma de pulmdbn.
En ciertas realizaciones, las composiciones de la invenciédn
son para uso en el tratamiento o la prevencidén del céncer de
higado. Las composiciones de la invencidén pueden ser eficaces
para el tratamiento del céncer de higado, y las células Thl7
e IL-17 tienen un papel importante en el céancer de higado
[37]. En ciertas realizaciones, las composiciones de la
invencidén son para uso en la reduccidén de tamafio del tumor,
la reduccidén del crecimiento tumoral, o la reduccidn de la
angiogénesis en el tratamiento del céncer de higado. En
realizaciones preferidas, el cancer es un hepatoma (carcinoma
hepatocelular) .

En ciertas realizaciones, las composiciones de la invenciédn
son para uso en el tratamiento o la prevencidén del carcinoma.
Las composiciones de la invencién pueden ser particularmente
eficaces para el tratamiento del carcinoma. En ciertas

realizaciones, las composiciones de la invencidn son para uso
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en el tratamiento o la prevencidén del céncer no inmunogénico.

Las composiciones de la invencidén pueden ser eficaces para el
tratamiento de cédnceres no inmunogénicos.

En realizaciones adicionales, las composiciones de la
invencidén son para uso en el tratamiento o la prevencidén de
la leucemia aguda linfoblastica (ALL, por sus siglas en
inglés), leucemia mieloide aguda, carcinoma adrenocortical,
carcinoma de células Dbasales, céancer de conducto biliar,
cancer de wvejiga, tumor o4seo, osteosarcoma/histiocitoma
fibroso maligno, glioma del tronco cerebral, tumor cerebral,

astrocitoma cerebeloso, astrocitoma cerebral/glioma maligno,

ependimoma, méduloblastoma, tumores neuroectodérmicos
primitivos supratentoriales, cancer de mama, adenomas
bronquiales/carcinoides, linfoma de Burkitt, tumor

carcinoide, céncer de cuello uterino, leucemia linfocitica
crdédnica, leucemia mieldgena crdnica, trastornos
mieloproliferativos crbénicos, cadncer de colon, linfoma
cutdneo de linfocitos T, cancer endometrial, ependimoma,
cancer de esbéfago, sarcoma de Ewing, melanoma intraocular,
retinoblastoma, céancer de vesicula biliar, céncer géastrico,
tumor carcinoide gastrointestinal, tumor del estroma
gastrointestinal (GIST, por sus siglas en inglés), tumor de
células germinales, glioma infantil de las vias o6pticas y del

hipotédlamo, linfoma de Hodgkin, melanoma, carcinoma de
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células de los islotes, sarcoma de Kaposi, cancer de células

renales, céancer de laringe, leucemias, linfomas, mesotelioma,
neuroblastoma, linfoma no Hodgkin, cancer orofaringeo,
osteosarcoma, céancer de ovarios, céancer de pancreas, cancer
de paratiroides, céncer faringeo, adenoma de la pituitaria,
neoplasia de células ©plasmaticas, cdncer de préstata,
carcinoma de células renales, retinoblastoma, sarcoma, cancer
testicular, céncer de tiroides, o céancer de utero.

Las composiciones de la invencién pueden ser particularmente
eficaces cuando se utilizan en combinacidén con otros agentes
terapéuticos. Los efectos inmunomoduladores de las
composiciones de la invencidén pueden ser eficaces cuando se
combinan con agentes anticancerigenos mas directos. Por 1lo
tanto, en ciertas realizaciones, la invencidn proporciona una
composicién que comprende una cepa bacteriana del género
Bacteroides y un agente anticancerigeno. En realizaciones
preferidas, el agente anticancerigeno es un inhibidor de
punto de control inmune, una inmunoterapia especifica de
anticuerpos, una terapia CAR-T célular, un virus oncolitico,
o un farmaco citostatico. En realizaciones preferidas, la
composicidén comprende un agente anticancerigeno seleccionado
del grupo gue consiste en: Yervoy (ipilimumab, BMS); Keytruda
(pembrolizumab, Merck); Opdivo (nivolumab, BMS); MEDI4736 (AZ

/ MedImmune); MPDL3280A (Roche/Genentech); Tremelimumab (AZ /
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MedImmune) ; CT-011 (pidilizumab, CureTech) ; BMS-986015

(lirilumab, BMS); MEDI0O680 (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) ; JIX-2011 (Jounce
Therapeutics); ArgX-115 (Argen-X) ; NLG-9189 (indoximod,
NewLink Genetics); INCB024360 (Incyte); IPH2201 (Innata
Immotherapeutics / AZ); NLG-919 (NewLink Genetics); anti-

VISTA (JnJ); Epacadostat (INCB24360, Incyte); F001287 (Flexus
/ BMS); CP 870893 (Universidad de Pensilvania); MGA271
(Macrogenix); Emactuzumab (Roche / Genentech); Galunisertib
(E1li TLilly); Ulocuplumab (BMS); BKT140 / BL8040 (Biokine
Therapeutics); Bavituximab (Peregrine Pharmaceuticals); 90002
CC (Celgene) ; 852A (Pfizer); VIX-2337 (VentiRx
Pharmaceuticals); OMI-2055 (Hybridon, Idera Pharmaceuticals);
LY2157299 (El1i Lilly); EW-7197 (Universidad de Mujeres de
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, Roche /

Biogen) ; Kadcyla (emtansina ado-trastuzumab, Roche /
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Genentech); Perjeta (pertuzumab, Roche / Genentech); Adcetris
(vedotina Brentuximab, Takeda / Milenio) ; 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 ozogamicina, 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); estafenatox Naptumonmab (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); MEDILSS51 (AZ /

MedImmune); Moxetumomab pasudotox (AZ / MedImmune); MEDI565
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(AZ / MedImmune); MEDIO639 (AZ / MedImmune); MEDIO680 (AzZ /

MedImmune); MEDI562 (AZ / MedImmune); AV-380 (AVEO); AV203
(AVEQ) ; AV299 (AVEOQO); BAY79-4620 (Bayer); Anetumab ravtansine
(Bayer) ; vantictumab (Bayer) ; BAY94-9343 (Bayer) ;
Sibrotuzumab (Boehringer Ingelheim); BI-836845 (Boehringer
Ingelheim); 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); MORADbL-009 (Eisai); MORADL-003 (Eisai); MORAb-066
(Eisai); LY3012207 (E1i Lilly); LY2875358 (Eli Lilly);
LY2812176 (E1li Lilly); LY3012217 (Eli Lilly); LY2495655 (El1i
Lilly); LY3012212 (E1i Lilly); LY3012211 (E1li TLilly);
LY3009806 (El1i Lilly); cixutumumab (E1i Lilly); Flanvotumab
(E11 Lilly); IMC-TR1 (Eli Lilly); Ramucirumab (El1li Lilly);
Tabalumab (El1i Lilly); Zanolimumab (Emergent Biosolution);
FG-3019 (FibroGen); FPA0O08 (Five Prime Therapeutics); FP-1039
(Five Prime Therapeutics); FPAl44 (Five Prime Therapeutics);

catumaxomab (Fresenius Biotech); IMAB362 (Ganymed); IMABQ027
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(Ganymed); HuMax-CD74 (Genmab); HuMax-TFADC (Genmab); GS-5745

(Gilead); GS-06624 (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 (Immunomedics) ; IMMU-106
(Immunomedics) ; IMMU-102 (Immunomedics) ; Epratuzumab
(Immunomedics); Clivatuzumab (Immunomedics); IPH41 (Innate

Immunotherapeutics); Daratumumab (Janssen / Genmab); CNTO-95

(Intetumumab, Janssen); CNT0O-328 (siltuximab, Janssen); KB0O04

(KaloBios); mogamulizumab (Kyowa Hakko Kirrin); KW-2871
(ecromeximab, Life Science) ; Sonepcizumab (Lpath) ;
Margetuximab (Macrogenics) ; Enoblituzumab (Macrogenics) ;
MGDO0O0®6 (Macrogenics) ; MGF0Q7 (Macrogenics) ; MK-0646

(dalotuzumab, Merck); MK-3475 (Merck); Sym004 (Symphogen /
Merck Serono); DI17E6 (Merck Serono); MOR208 (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
(OncoMed / GSK); OMP-59R5 (OncoMed / GSK); vantictumab
(OncoMed / Bayer); CMC-544 (inotuzumab ozogamicina, Pfizer);

PF-03446962 (Pfizer); PF-04856884 (Pfizer); PSMA-ADC
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(Progenics) ; REGN1400 (Regeneron) ; REGN910 (nesvacumab,

Regeneron / Sanofi); REGN421 (enoticumab, Regeneron /
Sanofi); RG7221, RG7356, RG7155, RG7444, RG7116, RG7458,
RG7598, RG7599, RG7600, RG7636, RG7450, RG7593, RG759¢,
DCDS34104A, RG7414 (parsatuzumab), RG7160 (imgatuzumab) ,
RG7159 (obintuzumab), RG7686, 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); MAR-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) ; TCR NY-ESO
(Adaptimmune) ; MAGE-A-10 TCR (Adaptimmune) ; CTLO19

(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
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Therapeutics); CG0070 (Cold Genesys); Pexa-vac (JX-594,

Jennerex Biotherapeutics); GL-ONC1l (Genelux); T-VEC (Amgen);
G207 (MediGene); HF10 (Takara Bio); SEPREHVIR (HSV1716,
Virttu Biologics); OrienX010 (OrienGene Biotechnology) ;
REOLYSIN (Oncolytics Biotech); SVV-001 (Neotropix); Cacatak
(CVAZ21, Viralytics); Alimta (E1i Lilly), cisplatino,
oxaliplatino, irinotecéan, 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), A7ZD9291 (AZ), Alectinib
(Chugai), LDK378 (Novartis), Genetespib (Synta Pharma),
Tergenpumatucel-L (NewLink Genetics), GV1001 (Kael-GemVax ),
Tivantinib (ArQule); Cytoxan (BMS); Oncovin (Eli Lilly);

Adriamicina (Pfizer); Gemzar (Eli Lilly); Xeloda (Roche);

Ixempra (BMS); Abraxane (Celgene); Trelstar (Debiopharm);
Taxotere (Sanofi); Nexavar (Bayer); IMMU-132 (Immunomedics):;
E7449 (Eisai); Thermodox (Celsion); Cometrig (Exellxis);
Lonsurf (Taiho Pharmaceuticals); Camptosar (Pfizer); UFT
(Taiho Pharmaceuticals); y TS-1 (Taiho Pharmaceuticals).
Uveitis

En otras realizaciones preferidas, las composiciones de 1la
invencidén son para uso en el tratamiento o la prevencidén de

la uveitis. Las composiciones de la invencidén pueden lograr



10

15

20

63
una reduccién de la incidencia de la enfermedad y la gravedad

de la enfermedad en un modelo animal de uveitis y por 1lo
tanto pueden ser uUtiles en el tratamiento o prevencidén de la
uveitis. La uveitis es una inflamacidén de la Uvea y puede

resultar en la destruccidén del tejido de la retina. Se puede

presentar en diferentes formas anatdémicas (anterior,
intermedia, posterior o difusa) y resultar de causas
diferentes, pero relacionadas, incluso trastornos
autoinmunitarios sistémicos. IL-17 vy la wvia Thl7 estéan

implicadas centralmente en la uveitis, por 1lo que las
composiciones de la invencidén pueden ser particularmente
eficaces para la prevencidén o tratamiento de la uveitis. Las
referencias [38-45] describen niveles elevados de
interleucina-17A en el suero en pacientes con uveitis, la
asociacién especifica de variantes genéticas de IL17A con
panuveitis, el papel de las citoquinas asociadas a Thl7 en la
patogénesis de la uveitis autoinmune experimental, el
desequilibrio entre las células Thl7 vy las células T
reguladoras durante la uveitis experimental autoinmune
monofdsica, la regulacidén por aumento de IL-17A en pacientes
con uveitis y activacidén de las enfermedades de Adamantiades-
Behgcet vy Vogt-Koyanagi-Harada (VKH), el tratamiento de 1la
uveitis no infecciosa con secukinumab (anticuerpo anti-IL-

17A) y Thl7 en la uveitis ocular.
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En ciertas realizaciones, la uveitis es la uveitis posterior.

La wuveitis ©posterior se presenta principalmente con la
inflamacidén de la retina y las coroides y las composiciones
de la invencidén pueden ser eficaces para reducir la
inflamacién de la retina y los dafios ocasionados por esta.

En cilertas realizaciones, el tratamiento con las
composiciones de la invencidén resulta en una reduccidn de los
dafios en la retina. En ciertas realizaciones, las
composiciones de la invencidén son para uso en la reduccidén o
prevencidén de dafios en la retina en el tratamiento de 1la
uveitis. En ciertas realizaciones, las composiciones son para
uso en el tratamiento de pacientes con uveitis grave que
estdn en riesgo de dafios en la retina. En ciertas
realizaciones, el tratamiento con las composiciones de 1la
invencidén resulta en una reduccidén de la inflamacidén del
disco o6ptico. En ciertas realizaciones, las composiciones de
la invencidén son para uso en la reduccidn o prevencidn de la
inflamacidén del disco éptico. En ciertas realizaciones, el
tratamiento con las composiciones de la invencidén resulta en
una reduccidén de la infiltracidén del tejido de la retina por
las células inflamatorias. En ciertas realizaciones, las
composiciones de la invencidén son para uso en la reduccidén de
la infiltracién del tejido de 1la retina por 1las células

inflamatorias. En ciertas realizaciones, el tratamiento con
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las composiciones de 1la invencién conducen a mantener o

mejorar la visién. En ciertas realizaciones, las
composiciones de la invencidn son para uso en el
mantenimiento o la mejora de la visiédn.

En ciertas realizaciones, las composiciones son para uso en
el tratamiento o la prevencidén de la uveitis asociada con una
enfermedad no infecciosa o autoinmunitaria, como la
enfermedad de Behget, enfermedad de Crohn, iridociclitis
heterocrémica de Fuchs, granulomatosis de Wegener, uveitis
relacionada con HLA-B27, artritis idiopéatica juvenil,
sarcoidosis, espondiloartritis, oftalmia simpatica, nefritis
tubulointersticial y sindrome de uveitis o sindrome de Vogt-
Koyanagi-Harada. IL-17A se ha demostrado estar implicada en,
por ejemplo, Behcet y enfermedades de Vogt-Koyanagi-Harada.
Tratamiento o prevencién de la uveitis pueden referirse, por
ejemplo, a un alivio de la gravedad de los sintomas o una
prevencidén de la recaida.

Modos de administracién

Preferiblemente, las composiciones de la invencidén son para
ser administradas al tracto gastrointestinal con el fin de
permitir la administracién vy/o la colonizacidn parcial o
total del intestino con la cepa bacteriana de la invenciédn.
En general, las composiciones de la invencién se administran

por via oral, pero se pueden administrar por via rectal,
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intranasal, o por medio de administracidén bucal o sublingual.

En ciertas realizaciones, las composiciones de la invenciédn
se pueden administrar en forma de espuma, aerosol o gel.

En ciertas realizaciones, las composiciones de la invenciédn
se pueden administrar como un supositorio, tal como un
supositorio rectal, por ejemplo en forma de un aceite de
teobroma (mantequilla de cacao), grasa dura sintética (por
ejemplo, Suppocire, Witepsol), glicero-gelatina,
polietilenglicol, o una composicidén de jabdén de glicerina.

En ciertas realizaciones, la composicidén de la invencidn se
administra en el tracto gastrointestinal a través de un tubo,
tal como un tubo nasogastrico, tubo orogéstrico, tubo
gastrico, tubo de yeyunostomia (sonda J), gastrostomia
endoscédpica percutdnea (PEG, por sus siglas en inglés), o un
puerto, como un puerto en la pared del pecho que proporciona
acceso al estoémago, yeyuno 'y otros puertos de acceso
adecuados.

Las composiciones de la invencidén pueden administrarse una
vez, o0 se pueden administrar de forma secuencial como parte
de un régimen de tratamiento. En ciertas realizaciones, las
composiciones de la invencidn son para administracidén diaria.
En ciertas realizaciones de 1la invencidén, el tratamiento
segun la invencidén, se acompafia de la evaluacidén de 1la

microbiota intestinal del paciente. El tratamiento puede
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repetirse si la administracidén y/o la colonizacidén parcial o

total con la cepa de la invencidén no se logra, de manera que
no se observa eficacia, o el tratamiento puede cesarse si la
admnistracién y/o la colonizacidén parcial o total es exitosa
y se observa su eficacia .

En ciertas realizaciones, la composicidén de la invencidn se
puede administrar a un animal prefiado, por ejemplo un
mamifero tal como un ser humano, con el fin de prevenir una
enfermedad inflamatoria o autoinmunitaria en desarrollo en su
hijo en el utero y/o después de su nacimiento.

Las composiciones de la invencidén se pueden administrar a un
paciente que ha sido diagnosticado con una enfermedad o
afecciédn mediada por IL-17 o la wvia Thl7, o gque ha sido
identificado en riesgo de una enfermedad o afeccidén mediada
por IL-17 o la via Thl7. Las composiciones también se pueden
administrar como medida profiladctica para prevenir el
desarrollo de enfermedades o afecciones mediadas por IL-17 o
la via Thl7 en un paciente sano.

Las composiciones de la invencidén se pueden administrar a un
paciente que ha sido identificado con una microbiota
intestinal anormal. Por ejemplo, el paciente puede tener
colonizacién por Bacteroides reducida o ausente, vy, en
particular de Bacteroides coprocola.

Las composiciones de la invencidén se pueden administrar como
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un producto alimenticio, tal como un suplemento nutricional.

Generalmente, las composiciones de la invencidén son para el
tratamiento de los seres humanos, aungque se pueden usar
también para tratar animales que incluyen mamiferos
monogastricos, tales como aves de corral, cerdos, gatos,
perros, caballos o conejos. Las composiciones de la invencidn
pueden ser Utiles ©para mejorar el crecimiento vy el
rendimiento de los animales. Si se administra a animales, se
puede utilizar administracidén por sonda oral (gavaje).
Composiciones

Generalmente, la composicidén de la invencidn comprende
bacterias. En realizaciones preferidas de la invencidén, la
composicién se formula en forma liofilizada. Por ejemplo, la
composicidédn de la invencidén puede comprender granulos o
cadpsulas de gelatina, como céapsulas de gelatina dura, que
comprenden una cepa bacteriana de la invencidn.
Preferiblemente, la composicidén de la invencidn comprende
bacterias liofilizadas. La liofilizacidén de las bacterias es
un procedimiento bien establecido % las directrices
pertinentes estadn disponible en, por ejemplo, las referencias
[46-48].

Alternativamente, la composicién de la invencidén puede
comprender un cultivo bacteriano vivo y activo.

En realizaciones preferidas, la composicidén de la invencidn
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estd encapsulada para permitir la descarga de la cepa

bacteriana en el intestino. La encapsulacidén protege la
composicidén de la degradacidédn hasta la administracidédn en la
ubicacién de destino a través de, por ejemplo, la ruptura con
estimulos quimicos o fisicos, tales como la presidén, la
actividad enzimética, o la desintegracidén fisica, qgque pueden
ser provocadas por los cambios en pH. Cualquier método de
encapsulacién apropiado puede ser utilizado. Las técnicas de
encapsulacién de ejemplo incluyen atrapamiento dentro de una
matriz porosa, unidén o adsorcidén en las superficies del
portador sélido, la autoagregacidédn por floculacidédn o con
agentes de reticulacién, y la contencidn mecédnica detrés de
una membrana microporosa o una microcapsula. Las directrices
sobre la encapsulacidén que pueden ser uUtiles para preparar
composiciones de la invencién estédn disponible en, por
ejemplo, las referencias [49] y [50].

La composicién se puede administrar por via oral y puede

estar en la forma de un comprimido, tableta, capsula o polvo.

Se prefieren los productos encapsulados porque los
Bacteroides son anaerobios. Otros ingredientes (como 1la
vitamina C, por ejemplo) pueden ser incluidos como

depuradores de oxigeno y sustratos prebidéticos para mejorar
la administracién y/o la colonizacidén parcial o total y la

supervivencia in vivo. Alternativamente, la composicidn
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probidtica de la invencidédn puede administrarse por via oral

como un producto alimenticio o nutricional, como leche o un
producto lacteo fermentado a base de suero de leche, o como
un producto farmacéutico.

La composicién se puede formular como un probidtico.

Una composicién de la invencidédn incluye una cantidad
terapéuticamente eficaz de una cepa Dbacteriana de la
invencién. Una cantidad terapéuticamente eficaz de una cepa
bacteriana es suficiente para ejercer un efecto beneficioso
sobre un paciente. Una cantidad terapéuticamente eficaz de
una cepa bacteriana debe ser suficiente para dar lugar a la
administracién y/o a la colonizacidén parcial o total del
intestino del paciente.

Una dosis diaria adecuada de las bacterias, por ejemplo para
un ser humano adulto, puede ser de aproximadamente 1 x 10°
hasta aproximadamente 1 x 10*' unidades formadoras de colonias
(CFU, por sus siglas en inglés); por ejemplo, de
aproximadamente 1 x 10’ hasta aproximadamente 1 x 10'° CFU; en
otro ejemplo, de aproximadamente 1 X 10° hasta
aproximadamente 1 x 10'° CFU.

En ciertas realizaciones, la composicién contiene la cepa
bacteriana en una cantidad de aproximadamente 1 x 10° a
aproximadamente 1 x 10t CFU/g, respecto al peso de 1la

composicién; por ejemplo, de aproximadamente 1 x 10° a
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aproximadamente 1 x 10%° CFU/g. La dosis puede ser, por

ejemplo, 1 g, 3 g, 5 g vy 10 g.

Tipicamente, un probidtico, tal como la composicidn de 1la
invencidén, se combina opcionalmente con al menos un compuesto
prebidtico adecuado. Un compuesto prebidtico es normalmente
un carbohidrato no digerible tal como  un oligo- o)
polisacarido, o un alcohol de azlcar, gque no se degrada o se
absorbe en el tracto digestivo superior. Los prebidticos
conocidos incluyen productos comerciales tales como la
inulina y transgalactooligosacaridos.

En ciertas realizaciones, la composicién probidtica de 1la
presente invencién incluye un compuesto prebidético en una
cantidad de aproximadamente 1 a aproximadamente 30 $ en peso,
respecto al peso total de la composicidn, (por ejemplo de 5 a
20 % en peso). Los carbohidratos se pueden seleccionar del
grupo que consiste en: fructooligosacédridos (o FOS, por sus
siglas en 1inglés), fructooligosacdridos de cadena corta,
inulina, isomalto-oligosacaridos, pectinas,
xilooligosacéaridos (o XO0S), quitooligosacaridos (o COS),
betaglucanos, almidones resistentes y modificados con goma
arabiga, polidextrosa, D-tagatosa, fibras de acacia,
algarrobo, avena y fibras de citricos. En un aspecto, los

prebidticos son fructooligosacdridos de cadena corta (por

simplicidad, se muestran en el presente documento a
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continuacidn como FOSs-c.c) ; dichos FOSs-c.c. no son

carbohidratos digeribles, son obtenidos generalmente mediante
la conversidén del azlcar de remolacha e incluyen una molécula
de sacarosa a la que se unen tres moléculas de glucosa.

Las composiciones de la invencidén pueden comprender
excipientes o portadores farmacéuticamente aceptables. Los
ejemplos de tales excipientes adecuados se pueden encontrar
en la referencia [51]. Los portadores o diluyentes aceptables
para uso terapéutico son conocidos en la técnica farmacéutica
y se describen, por ejemplo, en la referencia [52]. Los
ejemplos de portadores adecuados incluyen lactosa, almidédn,
glucosa, metilcelulosa, estearato de magnesio, manitol,
sorbitol y similares. Los ejemplos de diluyentes adecuados
incluyen etanol, glicerol y agua. La eleccidédn del portador,
excipiente o diluyente puede seleccionarse con respecto a la
via pretendida de administracidén y a la practica farmacéutica
estadndar. Las composiciones farmacéuticas pueden comprender
como, o ademds de, portador, excipiente o diluyente cualquier
aglutinante/s, lubricante/s, agente/s de suspensidén, agente/s
de recubrimiento, o agente/s solubilizante/s. Los ejemplos de
aglutinantes adecuados incluyen almiddén, gelatina, azucares
naturales tales como glucosa, lactosa anhidra, lactosa de
flujo libre, betalactosa, edulcorantes de maiz, gomas

naturales vy sintéticas, tales como aradbiga, tragacanto o
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alginato de sodio, carboximetilcelulosa y polietilenglicol.

Los ejemplos de lubricantes adecuados incluyen oleato de
sodio, estearato de sodio, estearato de magnesio, benzoato de

sodio, acetato de sodio, <cloruro de sodio y similares.

Conservantes, estabilizantes, colorantes N agentes
aromatizantes también se pueden proporcionar en la
composicidén farmacéutica. Los ejemplos de conservantes

incluyen benzoato sédico, &cido sérbico y ésteres del &acido
p-hidroxibenzoico. Antioxidantes vy agentes de suspensiodn
pueden ser también utilizados.

Las composiciones de la invencidén pueden formularse como un
producto alimenticio. Por ejemplo, un producto alimenticio
puede proporcionar un beneficio nutricional ademéds del efecto
terapéutico de 1la invencidén, tal como en un suplemento
nutricional. Del mismo modo, un producto alimenticio puede
ser formulado para mejorar el sabor de la composicidédn de la
invencidédn o para hacer la composicidédn mas atractiva para el
consumo por ser mads similar a un alimento comin, en lugar de
a una composicién farmacéutica. En ciertas realizaciones, la
composicién de la invencidén se formula como un producto a
base de leche. El1 término '"producto a Dbase de leche"
significa cualquier 1ligquido o producto a base de suero o
leche semisdélida que tiene un contenido de grasa variable. E1

producto a base de leche puede ser leche, por ejemplo, leche
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de vaca, leche de cabra, leche de oveja, leche descremada,

leche entera, leche recombinada de leche en polvo y suero sin
ningtn tratamiento, o un producto procesado, tales como
yogur, leche cuajada, requesdn, leche agria, leche entera
agria, suero de mantequilla y otros productos lacteos agrios.
Otro grupo importante incluye bebidas 1lécteas, tales como
bebidas de suero de 1leche, leches fermentadas, leches
condensadas, leches para nifios o bebés; leches saborizadas,
helados; alimentos tales como dulces que contienen leche.

En ciertas realizaciones, las composiciones de la invenciédn
contienen una sola cepa o especie bacteriana y no contienen
otras cepas bacterianas o especies. Dichas composiciones
pueden comprender solo cantidades bioldégicamente irrelevantes
o minimas de otras cepas bacterianas o especies. Tales
composiciones pueden ser un cultivo que esté sustancialmente
libre de otras especies de organismos.

Las composiciones para uso de acuerdo con la invencidén pueden
o) no requerir aprobacidn regulatoria para su
comercializaciodn.

En algunos casos, la cepa bacteriana liofilizada se
reconstituye antes de la administracidén. En algunos casos, la
reconstitucién es mediante el uso de un diluyente descrito en
este documento.

Las composiciones de la invencidn pueden comprender
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excipientes, diluyentes o) portadores farmacéuticamente

aceptables.

En ciertas realizaciones, la invencidén ©proporciona una
composicién farmacéutica que comprende: una cepa bacteriana
de la invencidén; vy un excipiente, portador o diluyente
farmacéuticamente aceptable; en donde la cepa bacteriana esté
en una cantidad suficiente para tratar un trastorno cuando se
administra a un sujeto que 1lo necesita; y en donde el
trastorno se selecciona del grupo que consiste en: asma, asma
alérgica, asma neutrofilica, osteoartritis, artritis
psoriédsica, artritis idiopédtica juvenil, neuromielitis oéptica
(enfermedad de Devic), espondilitis anquilosante,
espondiloartritis, lupus eritematoso sistémico, enfermedad
celiaca, enfermedad pulmonar obstructiva crdénica (COPD),
cancer, cancer de mama, cancer de colon, cancer de pulmén,
cancer de ovarios, uveltis, escleritis, vasculitis,
enfermedad de Behcget, aterosclerosis, dermatitis atédpica,
enfisema, periodontitis, rinitis alérgica, y el rechazo de
aloinjertos.

En ciertas realizaciones, la invencidén ©proporciona una
composicidén farmacéutica que comprende: una cepa bacteriana
de la invencidén; vy un excipiente, portador o diluyente
farmacéuticamente aceptable; en donde la cepa bacteriana esté

en una cantidad suficiente para tratar o prevenir una



10

15

20

76
enfermedad o afeccidén mediada por IL-17 o por la via Thl7. En

realizaciones preferidas, dicha enfermedad o afeccién se
selecciona del grupo qgue consiste en artritis reumatoidea,
esclerosis miltiple, psoriasis, enfermedad inflamatoria
intestinal, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, enfermedad
celiaca, asma, asma alérgica, asma neutrofilica,
osteoartritis, artritis psoriéasica, artritis juvenil
idiopatica, neuromielitis o6ptica (enfermedad de Devic),
espondilitis anquilosante, espondiloartritis, lupus
eritematoso sistémico, enfermedad pulmonar obstructiva
crbnica (COPD), céancer, céancer de mama, cancer de colon,
cancer de pulmbébn, cancer de ovarios, uveitis, escleritis,
vasculitis, enfermedad de Behget, aterosclerosis, dermatitis
atdépica, enfisema, periodontitis, rinitis alérgica, vy el
rechazo de aloinjertos.

En ciertas realizaciones, la invencién proporciona 1la
composicidén farmacéutica anterior, en donde la cantidad de 1la
cepa bacteriana es de aproximadamente 1 x 103 a
aproximadamente 1 x 10'!' unidades formadoras de colonias por
gramo, con respecto al peso de la composiciédn.

En ciertas realizaciones, la invencidédn proporciona 1la
composicién farmacéutica anterior, en donde la composicidén se
administra a una dosis de 1 g, 3 g, 5 g o 10 g.

En ciertas realizaciones, la invencidén proporciona 1la
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composicién farmacéutica anterior, en donde la composicidédn se

administra mediante un método seleccionado del grupo que
consiste en oral, rectal, subcuténea, nasal, bucal y
sublingual.

En ciertas realizaciones, la invencién proporciona la
composicidén farmacéutica anterior, que comprende un portador
seleccionado del grupo gue consiste en lactosa, almiddn,
glucosa, metilcelulosa, estearato de magnesio, manitol vy
sorbitol.

En ciertas realizaciones, la invencidén proporciona 1la
composicidén farmacéutica anterior, que comprende un diluyente
seleccionado del grupo que consiste en etanol, glicerol vy
agua.

En ciertas realizaciones, la invencidédn proporciona 1la
composicidén farmacéutica anterior, que comprende un
excipiente seleccionado del grupo que consiste de almidén,
gelatina, glucosa, lactosa anhidra, lactosa de flujo libre,
betalactosa, edulcorante de maiz, goma arédbiga, 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 invencién proporciona la
composicién farmacéutica anterior, gque comprende ademéds al

menos uno de: un conservante, un antioxidante y un
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estabilizador.

En ciertas realizaciones, la invencién proporciona 1la
composicidn farmacéutica anterior, que comprende un
conservante seleccionado del grupo que consiste en benzoato
de sodio, acido sbérbico % ésteres del acido P-
hidroxibenzoico.

En ciertas realizaciones, la invencidédn proporciona 1la
composicién farmacéutica anterior, en donde dicha cepa
bacteriana se liofiliza.

En ciertas realizaciones, la invencidén proporciona 1la
composicidén farmacéutica anterior, en donde, cuando la

composicidén se almacena en un recipiente sellado a

aproximadamente 4 °C o sobre 25 °C, y el recipiente se coloca
en una atmésfera con 50 % de humedad relativa, al menos 80 %
de la cepa bacteriana, medida en unidades formadoras de
colonias, permanece después de un periodo de al menos
aproximadamente: 1 mes, 3 meses, 6 meses, 1 afo, 1,5 afos, 2
afios, 2,5 aflos o 3 afios.

Métodos de cultivo

Las cepas Dbacterianas para uso en la presente invenciédn
pueden ser cultivadas utilizando técnicas estédndar de
microbiologia que se detallan en, por ejemplo, las

referencias [53-55].

Las cepas bacterianas de género Bacteroides pueden cultivarse
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utilizando un método como el que se describe a continuacién,

que puede proporcionar un buen crecimiento y fiabilidad. Este
método es particularmente Util para el cultivo de cepas de la
especie Bacteroides coprocola.

Las cepas bacterianas del género Bacteroides, y en particular
las de la especie Bacteroides coprocola, pueden cultivarse
mediante el uso de un caldo de cultivo para inocular la placa
(0 un cultivo liguido mas grande), en lugar de la formacidn
de estrias de un caldo congelado como generalmente se utiliza
(ver, por ejemplo, la referencia [56]). El establecimiento de
colonias maduras es confiable vy ©rapido si los caldos
congelados de cepas de Bacteroides se descongelan y se
utilizan como un cultivo liquido.

Un método adecuado para el cultivo de una cepa bacteriana del
género Bacteroides puede comprender:

(a) proporcionar un caldo congelado de la cepa bacteriana;

(b) descongelar el caldo congelado para proporcionar un
cultivo liquido;

(c) afiadir el cultivo liquido a un medio sélido o liquido; e
(d) incubar los medios sdélidos o liquidos para proporcionar
un cultivo de la cepa bacteriana.

Este método es particularmente Util para el cultivo de cepas
bacterianas de Bacteroides coprocola.

El caldo congelado puede ser un caldo de glicerol congelado.
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El medio sé6lido o ligquido puede ser agar YCFA o medio YCFA.

El medio YCFA  puede incluir (por 100 ml, valores
aproximados): casitona (1,0 g), extracto de levadura (0,25
g), NaHCOs; (0,4 g), cisteina (0,1 g), KyHPO, (0,045 g), KHPO,4
(0,045 g), NaCl (0,09 g), (NH4) 2S04 (0,09 g), MgSO; <+ 7TH0
(0,009 g), cCaCl, (0,009 g), resazurina (0,1 mg), hemina (1
mg), biotina (1 ug), cobalamina (1 ug), acido p-aminobenzoico
(3 pg), acido félico (5 pg) y piridoxamina (15 ug) .

La incubacién en la etapa (d) puede llevarse a cabo durante
al menos 36 horas, tal como 48 o 72 horas. La incubacidén en
la etapa (d) puede llevarse a cabo en un ambiente anaerdbico,
tal como una campana anaerdbica. El cultivo proporcionado en
la etapa (d) se puede utilizar para subcultivar un cultivo
mayor de la cepa bacteriana. Tal subcultivo permite preparar
mayores cantidades de bacterias y pueden ser utiles para
proporcionar composiciones de la invencién a una escala
comercial.

La descongelacidén en la etapa (b) puede llevarse a cabo a
temperatura ambiente o mediante calentamiento a mano.

La cantidad de material liquido afiadido en la etapa (c) puede
ser de entre 300 pl y 5 ml, tal como 500 upul. El caldo puede
ser de un 20 % de caldo de glicerol.

El método anterior puede ser utilizado para la preparacién de

una composicidédn farmacéutica o un producto alimenticio, en
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cuyo caso el procedimiento puede comprender etapas

adicionales de aislamiento de la cepa bacteriana,
liofilizaciédn opcional de la cepa bacteriana, y la
combinacién de la cepa bacteriana con uno o mas excipientes o
portadores farmacéuticamente aceptables, o) una O mas
sustancias alimenticias. ©Esta composicidén farmacéutica o
producto alimenticio preparado por el método puede utilizarse
en un método de tratamiento o prevencidédn de una enfermedad o
afeccidén mediada por IL-17 o la via Thl7.

Un método de ejemplo de cultivo de cepas bacterianas del
género Bacteroides, y en particular de la especie Bacteroides
coprocola, puede comprender:

1. 500 pl de 20 % de caldo glicerol es plagueado en agar
YCFA.

2. Las placas se dejan en la campana anaerdbica durante 48/72
horas para generar colonias maduras.

3. Las bacterias se cultivan en volumenes de 10 ml, ya sea de
una sola colonia o de un subcultivo liquido al 1 %.

4. Las placas con colonias solo se utilizan 2/3 dias después
de que se logra la morfologia de colonia madura.

Cepas bacterianas para uso en composiciones de vacuna

Los inventores han identificado que las cepas bacterianas de

la invencidén son Utiles para tratar o prevenir enfermedades o

afecciones mediadas por IL-17 o la via Thl7. Esto es probable
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que sea un resultado del efecto que las cepas bacterianas de

la invencidén tienen en el sistema inmunitario del huésped.
Por 1lo tanto, las composiciones de 1la invencidén también
pueden ser Utiles para la prevencidédn de enfermedades o
afecciones mediadas por IL-17 o la wvia Thl7, cuando se
administran como composiciones de wvacuna. En algunas de
dichas realizaciones, las cepas bacterianas de la invencidn
pueden ser destruidas, inactivadas o atenuadas. En dichas
realizaciones, las composiciones pueden comprender un
adyuvante de vacuna. En ciertas realizaciones, las
composiciones son para administracidén mediante inyeccidn, tal
como a través de una inyeccidn subcuténea.

General

La préactica de la presente invencidn empleard, a menos gque se
indique lo contrario, procedimientos convencionales de
quimica, bioguimica, biologia molecular, inmunologia vy
farmacologia, dentro de la técnica. Tales técnicas se
explican completamente en la Dbibliografia. Véase, por
ejemplo, las referencias [57] y [58-64], etc.

El término "que comprende" abarca "que incluye", asi como
"que consiste en", por ejemplo, una composicidén "que
comprende" X puede consistir exclusivamente en X o puede
incluir algo adicional, por ejemplo, X + Y.

El término "aproximadamente" en relacién con un valor
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numérico x es opcional y significa, por ejemplo, x * 10

o°

La palabra "sustancialmente" no excluye "completamente", por
ejemplo, una composicidédn que estd "sustancialmente libre" de
Y puede estar completamente libre de Y. Cuando sea necesario,
la palabra "sustancialmente" puede omitirse de la definicidén
de la invenciédn.

Las referencias a un porcentaje de identidad de secuencia
entre dos secuencias de nucledétidos significan que, cuando se
alinean, ese porcentaje de nucledtidos es el mismo en la
comparacién de las dos secuencias. Esta alineacidén vy el
porcentaje de homologia o identidad de secuencias puede
determinarse utilizando programas de software conocidos en la
técnica, por ejemplo los descritos en la seccidén 7.7.18 de
ref. [65]. Una alineacidén preferencial es determinada por el
algoritmo de busqueda de homologia de Smith-Waterman usando
una buUsqueda de huecos afines <con una penalizacién de
apertura de hueco de 12 y una penalizacidén por extensidn de
hueco de 2, matriz BLOSUM de 62. El algoritmo de buUsqueda de
homologia de Smith-Waterman se describe en la ref. [66].

A menos que se indique especificamente, un proceso o método
que comprende numerosas etapas pueden comprender pasos
adicionales al principio o al final del método, o puede
comprender pasos intermedios adicionales. Ademas, los pasos

se pueden combinar, omitir o llevarse a cabo en un orden
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alternativo, si es apropiado.

Diversas realizaciones de 1la invencién se describen en el
presente documento. Se apreciarda que las caracteristicas
especificadas en cada realizacidén se pueden combinar con
otras caracteristicas especificadas, para proporcionar
realizaciones adicionales. En particular, las realizaciones
destacadas en el presente documento como adecuadas, tipicas o
preferidas se pueden combinar entre si (excepto cuando son
mutuamente excluyentes).

MODOS DE LLEVAR A CABO LA INVENCION

Ejemplo 1 - Eficacia de 1los inéculos de bacterias en un
modelo de ratén de asma inducida por acaros del polvo de la
casa

Resumen

A los ratones les fueron administradas composiciones que
comprendian cepas bacterianas de acuerdo con la invencidén vy
posteriormente se provocaron con extractos de &caros del
polvo doméstico (HDM, por sus siglas en inglés) para provocar
una respuesta inflamatoria alérgica. La respuesta
inflamatoria a HDM incluye componentes de eosindéfilos vy
neutréfilos, estd mediada por IL-17 y la via Thl7, y es un
modelo para el asma. La magnitud y las caracteristicas de 1la
respuesta inflamatoria exhibida por los ratones tratados con

composiciones de la invencidén se compararon con los grupos de
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control. Se descubridé que las composiciones de la invencidn

son uUtiles para aliviar la respuesta inflamatoria, vy para
reducir el reclutamiento de eosindéfilos y neutrdéfilos, lo que
indica que pueden ser también Utiles para el tratamiento de
afecciones mediadas por IL-17 vy Thl7, tales como 1la
eosinofilia, neutrofilia y el asma.

Cepa

675: Bacteroides coprocola

Disefio del estudio

Grupos:

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

3. Tratamiento con indéculo de bacterias terapéuticas de cepa
675 (por via oral).

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

8. Grupo control sin tratar.

Cantidad de ratones por grupo = 5

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

bacterias terapéuticas por via oral (Grupo 2-6).
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pia 0, 2, 4, 7, 9, 11: administracién de 15 ug de HDM

(extracto de &caro del polvo de casa - numero de catalogo:
XPB70D3A25, nuUmero de lote: 231 897, Greer Laboratories,
Lenoir, Carolina del Norte, EE.UU.) 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, nuUmero de catdlogo
D1159) (Grupo 7).

Dia 14: sacrificio de todos los animales para su analisis.
Cantidad total de ratones = 40.

Criterios de evaluacidn y analisis

En el dia 14 los animales fueron sacrificados mediante una
inyeccidén intraperitoneal letal con pentabarbitol (Streuli
Pharma AG, Uznach, Cat: 1170139A) sequido inmediatamente por
un lavado broncoalveolar (BAL, por sus siglas en inglés).

Las células fueron aisladas del fluido de BAL (lavado
broncoalveolar) vy un se 1llevd a cabo un conteo celular
diferencial (conteo de 200 células/muestras).

Material y métodos

Ratones. Ratones hembra Balb/c de 7 semanas de edad fueron
adquiridos de Charles River Laboratories y se asignaron al
azar a Jjaulas, con un total de 5 ratones por jaula (jaulas
ventiladas procedentes de Indulab AG, Gams, Suiza, tipo

jaula: "The SealsafeTM” - Jjaula IVC. Numero del producto
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1248L.). Las Jjaulas se marcaron con el nUmero de estudio,

numero de grupo y la fecha de inicio del experimento. Los
ratones se controlaron semanalmente y se aclimataron a las
instalaciones durante 7 dias antes del 1inicio del estudio
(Dia -14 del estudio). Los animales tenian 8 semanas de edad
el Dia -14 del estudio. El1 agua potable y los alimentos
estaban disponibles ad 1libitum. El1 enriquecimiento de 1la
jaula estaba presente. El cuidado diario de los animales se
realiz6é de acuerdo con el numero de licencia de autorizacién
local 2283.1 (emitido 'y aprobado por: Service de la
consommation et des affaires vétérinaires du Canton de Vaud).
El agua potable vy los alimentos estaban disponibles ad
libitum y se renovaban una vez por dia. El enriquecimiento de
la jaula estaba presente. Se cumplieron las regulaciones de
bienestar animal como lo indican las autoridades oficiales de
Suiza, conforme a la ordenanza 455.163 de la FVO (Oficina
Federal Veterinaria) para la cria de animales de laboratorio,
produccidén de animales modificados genéticamente y los
métodos de experimentacidédn con animales.

El cultivo del inéculo de bacterias. En una estacidén de
trabajo estéril, un criovial de Dbacterias se descongeld por
calentamiento en mano enguantada y ~ 0,7 ml del contenido
fueron inyectados en un tubo Hungate (nUmero de cat, 1020471,

Glasgeratebau Ochs, Bovenden-Lenglern, Alemania), que
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contenia 8 ml de YCFA anaerdbico. Habitualmente se prepararon

dos tubos por cepa. Luego, los tubos Hungate se incubaron
(estidtica) a 37 °C durante un méximo de 24-26 horas (para la
cepa 675).

Dado que se descubridé gque las OD bacterianas del indbculo de
la cepa 675 eran variables, 3 enfoques diferentes de cultivo
se realizaron cada dia. 2 viales se cultivaron como se ha
descrito anteriormente vy una tercera muestra se cultivd
utilizando wuna alicuota de 400 wul del cultivo del dia
anterior para la siembra. En 4 dias de tratamiento se utilizd
el ultimo enfoque, a causa de un crecimiento pobre del caldo
congelado. Debe destacarse que este enfoque dio lugar a un
fuerte crecimiento de la cepa bacteriana 675 en todas las
ocasiones.

Cultivo del vehiculo de control. Un tubo Hungate gque contenia
8 ml de YCFA anaerdébico se incubd (estatico) a 37 °C durante
16 h.

Administracién del inéculo de bacterias o vehiculo de
control. 400 ul de indculo de bacterias cultivadas o wvehiculo
de control se administraron por dia mediante sonda oral.
Sensibilizacién intranasal. Los ratones fueron anestesiados
mediante inyeccidén intraperitoneal con 9,75 mg de XYLASOL vy
48,75 mg por kg de ketasol (Dr. E. Graeub AG, Berna, Suiza) vy

se administraron con 15 ug de HDM (numero de catélogo:
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XPB70D3A25, nUmero de lote: 231 897, Greer Laboratories,

Lenoir, Carolina del Norte, EE.UU.) en un volumen de 30 ul de
PBS por via nasal.

Preparacién y administracién del compuesto de control
positivo dexametasona. La sal de 21-fosfato disdédico de
dexametasona (Sigma-Aldrich, numero de catdlogo D1159, numero
de lote SLBD.1030V) se disolvidé en H,O0 y se administrd 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
anterior.

Procedimiento terminal. En el dia 14, los animales se
sacrificaron mediante inyeccidén intraperitoneal letal con
pentabarbitol (Streuli Pharma AG, Uznach, Cat: 1170139A7)
seguido inmediatamente por lavado bronco alveolar (BAL) en
500 ul de solucién salina.

Medicién de infiltrados celulares en BAL. Las células fueron
aisladas de los fluidos BAL vy se realizaron conteos
diferenciales de células en funcidén de criterios morfoldgicos
y citoquimicos estéandar.

Graficos y analisis estadistico. Todos 1los graficos se
generaron con Graphpad Prism versidén 6 y se aplicd un ANOVA
unidireccional. Los resultados del andlisis estadistico se
proporcionaron a las tablas de datos individuales. Las barras

de error representan el error estdndar de la media (SEM).
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Resultados y analisis

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

No se observdé morbilidad ni mortalidad en los ratones
tratados con la Dbacteria o <con el vehiculo. Los dos
controles, el tratamiento con vehiculo (control negativo) vy
el tratamiento con dexametasona (control positivo) se
comportaron como se esperaba, con eosinofilia y neutrofilia
alterada observada después del tratamiento con dexametasona.
Los resultados més 1mportantes de este experimento se
muestran en las Figuras 6 y 7, que informan sobre la cantidad
total y el porcentaje de neutrdé6filos detectados en el lavado
bronquiolar después de la provocacidén con HDM. La cepa 675
redujo los neutrdéfilos totales y la proporcidn de neutrdfilos
en BAL en relacidén con el control del vehiculo solamente.
Ejemplo 2 - Eficacia de los inéculos bacterianos en un modelo

de ratén de asma grave neutrofilica

Resumen

Los ratones fueron administrados con composiciones que
comprenden cepas bacterianas de acuerdo con la invencidn vy
posteriormente se sensibilizaron con las administraciones
subcutédneas de extracto de acaros del polvo doméstico (HDM) vy
se provocaron con una administracidén intranasal de HDM con el

fin de modelar la respuesta inflamatoria del asma
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neutrofilica grave. La magnitud y las caracteristicas de la

respuesta inflamatoria exhibida por los ratones tratados con
composiciones de la invencidén se compararon con los grupos de
control. Se descubridé que las composiciones de la invencidn
son eficaces para aliviar la respuesta inflamatoria, vy en
particular reducir el reclutamiento de neutréfilos, de una
manera comparable con el control positivo que comprende las
administraciones de anticuerpos anti-IL-17. Por tanto, 1los
datos indican que las composiciones de la invencidén pueden
ser Utiles para el tratamiento de afecciones mediadas por IL-
17 y Thl7, tales como neutrofilia y el asma.

Cepa

675: Bacteroides coprocola

Disedio del estudio

Grupos:

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

3. Tratamiento con indéculo de bacterias terapéuticas de cepa
675 (por via oral).

7. Grupo de control positivo. Tratamiento anti-IL-17
(intraperitoneal) .

8. Grupo de control sin tratar.

9: Ratones sanos (linea de referencia).

Cantidad de ratones por grupo (Grupo 1-8) = 5
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Dia -14 a dia 17: administracidén diaria de control del
vehiculo por via oral (Grupo 1).
Dia -14 a dia 17: administracidén diaria de 1indéculo de

bacterias terapéuticas por via oral (Grupo 2-6).

Dia 0: sensibilizacidédn con HDM en CFA (via subcuténea) (Grupo
1-8).
Dia 7: sensibilizacién con HDM en CFA (via subcuténea) (Grupo
1-8).

Dias 13, 15, 17: administracidén de anticuerpos anti-IL-17
neutralizantes por via intraperitoneal (Grupo 7).

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

Dia 18: sacrificio de todos los animales para su analisis.

Criterios de evaluacidén y andlisis:

En el dia 14 1los animales fueron sacrificados mediante
inyeccidén intraperitoneal letal de pentabarbitol (Streuli
Pharma AG, Uznach, Cat: 1170139A) seguido inmediatamente por
un lavado bronco alveolar (BAL). Las células fueron aisladas
del fluido BAL vy se llevaron a cabo conteos de células
diferenciales (conteo de 200 células/muestras).

Material y métodos.

Ratones. Ratones hembra CH7BL/6 de 7 semanas de edad fueron
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adquiridos de Charles River Laboratories y se asignaron al

azar a Jjaulas, con un total de 5 ratones por jaula (jaulas
ventiladas procedentes de Indulab AG, Gams, Suiza, tipo de
jaula: "The SealsafeTM - Jaula IVC”. Numero del producto
1248L.). Las Jjaulas se marcaron con el nuUmero de estudio,
numero de grupo y la fecha de inicio del experimento. Los
ratones se controlaron semanalmente y se aclimataron a las
instalaciones durante 7 dias antes del 1inicio del estudio
(Dia -14 del estudio). Los animales tenian 8 semanas de edad
en el dia -14 del estudio. El1 agua potable y los alimentos
estaban disponibles ad 1libitum. El1 enriquecimiento de 1la
jaula estaba presente. El cuidado diario de los animales se
realizd6 de acuerdo con el numero de licencia de autorizaciédn
local 2283.1 (emitido y aprobado por: Service de consommation
et des affaires vétérinaires du Canton de Vaud). El agua
potable y los alimentos estaban disponibles ad libitum y se
renovaban una vez por dia. El enriquecimiento de la jaula
estaba presente. Se cumplieron las regulaciones de bienestar
animal como se indica por las autoridades oficiales de Suiza,
conforme a la ordenanza 455.163 de la OAV (Oficina Federal
Veterinaria) en la cria de animales de laboratorio,
produccién de animales modificados genéticamente 'y los
métodos de experimentacidédn con animales.

El cultivo del inbéculo de bacterias. En una estacidn de
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trabajo estéril, un criovial de Dbacterias se descongeld

mediante calentamiento en mano enguantada y ~ 0,7 ml de
contenidos fueron inyectados en un tubo Hungate (numero de
cat, 1020471, Glasgeratebau Ochs, Bovenden-Lenglern,
Alemania), que contenia 38 ml de YCFA anaerdbico.
Habitualmente se prepararon dos tubos por cepa. Luego, los
tubos Hungate se incubaron (estéatica) a 37 °C durante un
maximo de 24-26 horas (para la cepa 675).

Dado que se descubridé que las OD bacterianas del indéculo de
la cepa 675 eran variables, 3 enfoques diferentes de cultivo
se realizaron cada dia. 2 viales se cultivaron como se ha
descrito anteriormente vy una tercera muestra se cultivd
utilizando wuna alicuota de 400 wul del cultivo del dia
anterior para la siembra. En 4 dias de tratamiento se utilizd
el ultimo enfoque, a causa de un crecimiento pobre del caldo
congelado. Debe destacarse que este enfoque dio lugar a un
fuerte crecimiento de la cepa bacteriana 675 en todas las
ocasiones.

Cultivo del control del vehiculo. Un tubo Hungate que
contenia 8 ml de YCFA anaerdbico se incubd (estético) a 37 °C
durante 16 h.

Administracién de inéculo de bacterias o vehiculo de control.
400 ul de 1inbéculo de bacterias cultivadas o wvehiculo de

control se administraron por dia mediante sonda oral.
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Sensibilizacién con HDM. 50 ug de HDM (nUmero de catdlogo:

XPB70D3A25, nUmero de lote: 231 897, Greer Laboratories,
Lenoir, Carolina del Norte, EE.UU.) en PBS se emulsiondé en un
volumen igual de adyuvante completo de Freund (CFA Chondrex
Inc. Washington, EE.UU.) y se administrdé por via subcuténea
en un volumen de 200 ul, dos veces durante dos semanas en
flancos opuestos. Una semana después de la segunda
inmunizacidén, los ratones se anestesiaron mediante inyeccidn
intraperitoneal con 9,75 mg de XYLASOL y 48,75 mg de cetasol
por kg (Dr. E. Graeub AG, Berna, Suiza) y se provocaron por
via intranasal con 15 pg de HDM en un volumen de 30 ul de PBS
en 4 dias consecutivos. El andlisis se realizdé un dia después
de la provocacién final.

Preparacién y administracién del compuesto de control
positivo anticuerpo IL-17 antirratén. El anticuerpo anti-IL-
17 neutralizante se obtuvo de Bio X Cell y se almacend a 4 °C
(Clén 17F3, numero de catdlogo BE0173, Bio Cell X) vy fue
administrado por via intraperitoneal a wuna dosis de 12,5
mg/kg en los dias indicados en el protocolo de estudio
anterior.

Procedimiento terminal. En el dia 18 los animales se
sacrificaron mediante inyeccidén intraperitoneal letal con
pentabarbitol (Streuli Pharma AG, Uznach, Cat: 1170139A7)

seguido inmediatamente por lavado bronco alveolar (BAL) en
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500 ul de solucidn salina.

Medicién de infiltrados celulares en BAL. Las células fueron
aisladas del fluido BAL vy se 1llevaron a cabo conteos
diferenciales de células en funcidén de criterios morfoldbgicos
y citoquimicos estéandar.

Graficos y analisis estadistico. Todos 1los graficos se
generaron con Graphpad Prism versidén 6 y se aplicd un ANOVA
unidireccional. Los resultados del andlisis estadistico se
proporcionan con las tablas de datos individuales. Las barras
de error representan el error estdndar de la media (SEM).

Resultados y andlisis

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

No se observd morbilidad ni mortalidad en los ratones
tratados con la bacteria o el vehiculo. Como se muestra en
las Figuras 15 y 16, la cepa 675 exhibidé un gran efecto en la
reduccidén de la cantidad total de neutrdédfilos en relacidn con
los controles negativos. Ademas, la cepa 675 redujo la
cantidad de eosinéfilos en relacidén con los controles, como
se muestra en las Figuras 11 y 12.

Ejemplo 3 - Eficacia de indéculos bacterianos para tratar 1la
artritis en un modelo de ratém de artritis tipo II inducida
por coléageno.

Materiales y métodos
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Cepa

675: Bacteroides coprocola

Cultivos bacterianos

Los cultivos bacterianos se hicieron crecer hasta la
administracién en una estacidédn de trabajo anaerdbico (Don
Whitley Scientific) segln el esquema de crecimiento que se
muestra méas adelante.

- Lunes / miércoles / viernes: transferir caldo de glicerol a
hielo y formar estrias en wuna placa YCFA de <caldo de
glicerol. Utilizar la placa de la siguiente manera para un
maximo de 3 dias.

- Diario PM: recoger una uUnica colonia de cada cepa de
cultivos de placas, transferir a tubo Hungate de 8 ml que
contiene YCFA durante la noche (ON1)

- AM: subcultura 80 ul (1 %) ON1l en un tubo fresco de 8 ml
(DC1) . Utilizar el cultivo ON1 para la sonda oral AM.

- PM: usar el cultivo DCl para sonda oral PM.

La cepa bacteriana n.° 675 se cultivdé utilizando caldos de
glicerina.

Los caldos de glicerol se almacenaron a -80 ° C. Tres veces
por semana, los <caldos de glicerol se descongelaron a
temperatura ambiente y se formaron estrias en placas YCFA.

Una nueva alicuota de glicerol se utilizdé en cada ocasiédn.
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Las bacterias se dejaron crecer en una placa dada durante

hasta 72 horas.

Las soluciones para administrar a los animales se prepararon
dos veces al dia con un intervalo de ocho horas entre 1los
tratamientos de la mafiana (AM) y los tratamientos de la tarde
(PM) . Una colonia bacteriana fue recogida de la placa por

estrias y se transfiridé a un tubo que contenia medios YCFA.
La cepa bacteriana n.° 675 se dejd crecer durante 16 horas

antes de las administraciones de AM. Las bacterias fueron

o°

subcultivadas al 1 en los medios YCFA para las
administraciones PM. Los valores de OD se registraron para
cada cepa después de los tratamientos con las preparaciones
en la mafiana y en la tarde.

Modelo de ratén de artritis inducida por colageno tipo II
Ratones DBA/1 machos adultos fueron asignados al azar a 1los
grupos experimentales y se dejaron aclimatar durante dos
semanas. En el dia 0, los animales fueron administrados con
una inyeccién subcutdnea 100 microlitros de una emulsidn que
contenia 100 microgramos de coladgeno tipo II (CII) en
adyuvante incompleto de Freund con adicidédn de 4 mg/ml de
Mycobacterium tuberculosis H37Ra. En el Dia 21, los animales
fueron administrados con wuna inyeccidén subcutdnea de una

emulsiédn de refuerzo que contenia 100 ug de colageno tipo II

en adyuvante incompleto de Freund.
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Los tratamientos se dieron de acuerdo con la pauta de

administracién que se muestra mas adelante. Desde el Dia -14
hasta el final del experimento en el dia 45, los animales se
pesaron tres veces por semana. Desde el Dia 21 hasta el final
del experimento, los animales se revisaron tres veces a la
semana en busca de signos clinicos de artritis, gque incluye
inflamacidén de las patas delanteras vy posteriores, vy 1las
articulaciones radio-carpiana (mufieca) % tibio-tarsiana
(tobillo) .

En el dia 45 los ratones fueron sacrificados y se tomaron
muestras de sangre terminales para el andlisis de citoquinas.
En el Dia -14, el dia 0 y el dia 45, se recogieron muestras
de heces para el andlisis microbioldgico, inmediatamente se
congelaron de manera instantdnea y se almacenaron a -80 °C.
El modelo de ratén de artritis inducida por coldgeno (CIA) es
un modelo de ratdén establecido para la artritis reumatoidea
[67]. La dinmunizacidén con CII causa una patogénesis que
incluye varias caracteristicas patoldgicas importantes de la
artritis reumatoidea, qgque incluyen la hiperplasia sinovial,
la infiltracidén de células mononucleares y la degradacidédn del
cartilago. De manera significativa, el desarrollo de CIA estéa
mediado por células Thl7 a través de la secrecidn de IL-17A
[68]. La respuesta inmunitaria subyacente al modelo de

artritis se ve reforzada por la utilizacidén del adyuvante de
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Freund con adicién de Mycobacterium tuberculosis.

En el dia 21, 1los Dbazos se recogieron de tres animales
satélites en cada grupo. Las células se cultivaron durante 72
horas en presencia o ausencia de coldgeno tipo II. Las
citoquinas, que incluyen TNF-o, IL-6, IFN-y, IL-4, IL-10 e
IL-17, se cuantificaron en los sobrenadantes de cultivo y en
el suero terminal mediante Luminex. La proliferacidén celular
se cuantificé usando un método de incorporaciédn de timidina
tritiada.

Grupos de tratamiento y dosis

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 era medio

con extracto de levadura-Casitona-acidos grasos (YCFA).

Administracién Induccién
Grupo Dosis de
Via Régimen
enfermedad
5 Dia 0:
1 | Vehiculo
ml/kg Coldageno/C
5 FA, una
BID:
ml/kg vez, SC
Agente PO Dia -14*-
Dia 21:
4 | bioterapéutico Fin
Coldageno
n.° 675
/IFA, una
vez, SC
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PO: sonda oral, SC: inyeccidédn subcuténea, BID: dos veces al
dia, CFA: adyuvante completo de Freund. * Excepto Grupo 4

tratado desde el dia O.

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

se pesaron tres veces por semana. Los datos se representan

graficamente (Media * SEM) .

Observaciones clinicas no especificas

Desde el dia -14 hasta el final del experimento, los animales
fueron controlados diariamente para detectar signos clinicos
no especificos que incluyen una postura anormal (encorvada),
condiciones del pelaje anormal (piloereccidén) y niveles de
actividad anormales (actividad reducida o incrementada).
Observaciones clinicas

Desde el Dia 21 hasta el final del experimento en el dia 45,
los animales se controlaron tres veces por semana en busca de
signos clinicos de artritis, que incluyen inflamacidén de las
patas delanteras y posteriores, y las articulaciones (mufieca)
radio-carpiana y tibio-tarsiana (tobillo). Cada extremidad se
evalta wutilizando la siguiente escala: (0) normal (1)

inflamacién sutil, (2) 1inflamacidén leve, (3) inflamacidn
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moderada e (4) inflamacién grave. Un puntaje clinico se

calculd sumando el puntaje de cada extremidad. El1 puntaje
clinico maximo ©posible para un animal era (1o6) . Se
sacrificaron los animales con un puntaje igual a (12) en dos
ocasiones consecutivas y animales con un puntaje superior
(12) en una sola ocasiédn. Los datos se representan
graficamente (media * SEM) .

Analisis de proliferacién celular

En el dia 21, tres animales satélites por grupo fueron
sacrificados y sus bazos fueron disecados. Las células del
bazo se cultivaron durante 72 horas en presencia o ausencia
de colédgeno tipo II. Después de 72 horas, las células se

pulsaron durante la noche en presencia de timidina tritiada.

La proliferacidén celular se cuantificé midiendo la
incorporaciédn de timidina. Los datos se representan
graficamente (Media * SEM). Los sobrenadantes fueron tomados

y analizados para detectar la presencia de citoquinas clave.
Andlisis de citoquinas
Los sobrenadantes terminales de los cultivos de células de

bazo se analizaron con el fin de cuantificar TNF-o, IL-6,
IFN-y, IL-4, IL-10 e IL-17 mediante Luminex. Los datos se
representan gradficamente (Media * SEM).

Andlisis microbiolégico

En el Dia -14, el dia 0 y el dia 45, se recogieron muestras
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fecales de cada animal, inmediatamente fueron congeladas de

manera instantdnea, y se almacenaron a -80 °C. Los ciegos
(que incluian el contenido) fueron congelados inmediatamente
y se almacenaron a -80 °C. Se realizdé una prueba de
identificacién Dbacteriana diaria mediante la siembra en

placas de las bacterias.

Histopatologia

Al final del experimento, las patas posteriores se
almacenaron en fijador de tejidos. Las muestras se
transfirieron a una solucidén de descalcificacidn. Las

muestras de tejido fueron procesadas, se seccionaron y se
tifieron con hematoxilina vy eosina. Las secciones fueron
calificadas por un anatomopatdlogo experimentado, ignorante
del disefio experimental, en busca de signos de artritis que

incluia inflamacién, dafio del cartilago articular y dafio al

hueso metafisario subyacente. Se utilizé un sistema de
puntaje detallado (véase més adelante). Los datos se
representan graficamente (Media + SEM). Se proporcionaron
datos en bruto y analizados, asi como imégenes
representativas.

Tabla 1: sistema de puntaje de histopatologia
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Grado Descripcién

nflamacién
0 Articulacidédn normal.
5
1 Hiperplasia sinovial leve con la inflamacidn
dominada por neutréfilos. Cantidades bajas de
neutré6filos y macrdéfagos en el espacio articular.
2 Hiperplasia sinovial con inflamacidén moderada a
marcada que implica tanto neutréfilos como
10
macréfagos. Neutrdéfilos y macrdfagos en el espacio
articular; pueden haber algunos restos de tejido
necrético.
3 Hiperplasia sinovial con inflamacidén marcada dque
15
implica tanto neutrdéfilos y macrdéfagos. Pérdida de
recubrimiento sinovial. La inflamacidn puede
extenderse desde la sinovial a los tejidos
circundantes, incluso el musculo. Numerosos
neutré6filos y macrdéfagos en el espacio articular,
20
junto con restos de tejido necrdético
significativos.

Dafio del cartilago articular
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0 Articulacién normal.

1 E1l cartilago articular muestra cambios
degenerativos leves. Formacidén temprana de pannus
puede estar presente en la periferia.

2 El cartilago articular muestra cambios
degenerativos moderados y pérdida focal. Formacidn
de pannus presente de manera focal.

3 Interrupcidén significativa y pérdida del cartilago
articular con amplia formacidén de pannus.

afios en el hueso metafisario subyacente

0 Articulacién normal.

1 No hay cambios en el hueso metafisario subyacente.

2 Puede haber necrosis focal o fibrosis del hueso
metafisario.

3 Interrupcidédn o colapso del hueso metafisario.

Inflamacidén extensa, necrosis o fibrosis dque se

extiende al espacio medular de la metafisis.

Resultados y andlisis
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Observaciones clinicas de supervivencia y no especificas

Algunos animales fueron sacrificados antes del final
programado del estudio debido a la gravedad de los signos
clinicos de 1la artritis o debido a 1la gravedad de las
observaciones clinicas no especificas.

Un animal en el grupo 1 fue sacrificado (tratado con
vehiculo, el animal llegd del proveedor con la pierna rota).
Once animales fueron sacrificados debido a la gravedad de los
signos clinicos de la artritis: cinco animales en el Grupo 1
(tratado con vehiculo) y seis animales en el Grupo 4 (tratado
con agente bioterapéutico n.° 675).

Cinco animales fueron sacrificados debido a la gravedad de
los signos clinicos no especificos, que incluyen la postura
anormal (encorvada), las condiciones del pelaje anormal
(piloereccidén), los niveles de actividad anormales (reducciodn
de la actividad): tres animales del Grupo 1 (tratados con
vehiculo) y dos animales en el Grupo 4 (tratados con agente
bioterapéutico n.° 675).

Pesos corporales

Los datos del peso del cuerpo se registraron desde el Dia -14
hasta el Dia 0 y se expresaron como un porcentaje de 1los
pesos corporales iniciales (Dia -14) vy se analizaron por
ANOVA bidireccional seguido de la postprueba de Dunnett para

comparaciones multiples con Dia -14 y a continuacidédn, para
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comparacién multiple con el grupo tratado con vehiculo. Los

datos se presentan en la Figura 19. Los datos de los animales
sacrificados antes del final previsto del experimento fueron
excluidos de los analisis.

En comparacién con el dia -14, dos administraciones diarias
por sonda oral indujeron una pérdida significativa de peso
corporal en el grupo tratado con vehiculo en el dia -9 y el
dia -7.

Los pesos corporales del Grupo 4 (sin tratar hasta el dia O,
luego tratado con el agente bioterapéutico n.° 675) fueron
significativamente mayores que en el grupo tratado con
vehiculo desde el Dia -11 hasta el Dia -1 (p <0,0001 excepto
el dia -4 donde p <0,05).

Los pesos corporales medidos entre el dia -14 y el dia -1 en
los grupos tratados con el agente bioterapéutico no difieren
de los pesos corporales medidos en el grupo tratado con
vehiculo en un dia determinado.

Los datos de los pesos corporales registrados desde el dia O
hasta el dia 28 y expresados como un porcentaje de los pesos
corporales iniciales (dia 0), se analizaron por ANOVA
bidireccional seguido de la postprueba de Dunnett para
comparaciones multiples con el dia 0 en el grupo de vehiculo,
y luego para la comparacidén multiple con el grupo tratado con

vehiculo. Los datos se presentan en la Figura 20. Los datos
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de los animales sacrificados antes del final previsto del

experimento y de los animales satélites fueron excluidos de
los anédlisis. Los datos del Dia 28, el dia 35 y el dia 42
fueron analizados por ANOVA unidireccional seguido por la
postprueba de Dunnett para comparaciones multiples con el
grupo tratado con vehiculo.

El inicio de los signos clinicos de la artritis se asocid con
una pérdida de peso corporal significativa en el Dia 26 y el
Dia 28 (p <0,0001) en comparacién con el dia 0 en el grupo
tratado con vehiculo.

En comparacidén con el grupo tratado con vehiculo, los pesos
corporales fueron significativamente mayores en el Grupo 4
(tratado con agente bioterapéutico n.° 675) en el dia 3, dia
5, dia 10 (p <0,05) y el dia 26 (p <0,001).

Al analizar 1los datos por ANOVA unidireccional, 1los pesos
corporales fueron significativamente mayores en el Grupo 4
(tratado con agente bioterapéutico # n.° 675) en comparacién
con el grupo tratado con vehiculo en el dia 28 (p <0,01). No
hubo diferencias significativas entre los grupos
experimentales en el dia 35 o el dia 42.

Observaciones clinicas

Los datos de puntaje clinico se analizaron mediante ANOVA
bidireccional seguido de la postprueba de Dunnett para

comparaciones multiples entre los dias en el grupo tratado
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con vehiculo y a continuacidén para comparaciones multiples

entre los grupos experimentales vy el grupo tratado con
vehiculo cada dia. Los datos se presentan en la Figura 21.
Los datos registrados de los animales sacrificados antes del
final del experimento fueron excluidos del analisis. Cuando
los animales fueron sacrificados debido a la gravedad de los
signos clinicos de la artritis, se informdé del Ultimo puntaje
registrado para los siguientes dias y se utilizdé en el
andlisis estadistico.

Se observd un aumento significativo de los puntajes clinicos
en el grupo tratado con vehiculo desde el dia 28 hasta el dia

45 (p <0,0001) en comparacidédn con el dia 21.

E1l agente bioterapéutico n.° 675 no redujo los puntajes

clinicos en comparacidén con el grupo tratado con vehiculo.
Los animales de este grupo fueron inmunizados en un momento
diferente en comparacidédn con otros grupos experimentales, 1o
que puede explicar los puntajes clinicos mas altos
observados.

Analisis de proliferacién celular

Para validar el ensayo, se cultivaron esplenocitos en
presencia de anti-CD3 soluble y anti-CD28 (anti-CD3/CD28)
como estimulos de control ©positivo para confirmar el
potencial proliferativo de las células.

Se observaron respuestas proliferativas fuertes a anti-
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CD3/CD28 en todos los grupos experimentales, lo que muestra

que las células estaban sanas, viables y capaces de responder
a las seflales de activaciodn.

Para analizar la respuesta proliferativa en presencia de
coléageno II (C11), los esplenocitos se cultivaron en
presencia de CII a 50 pg/ml. La respuesta proliferativa de
los esplenocitos a CII se analizd por ANOVA bidireccional
seguido de la ©postprueba de Sydak para comparaciones
miltiples entre los esplenocitos no estimulados y estimulados
con CII vy ANOVA unidireccional, seguido de postprueba de
Dunnett para la comparacidén de la respuesta estimulada por
CII en diferentes grupos experimentales con el grupo tratado
con vehiculo. Los datos se presentan en la Figura 22.

CII induce un aumento muy significativo de la incorporacidn
de °H-timidina (cpm) en comparacidén con los esplenocitos no
estimulados en el grupo tratado con vehiculo (p <0,0001).

La proliferacidén de esplenocitos para el grupo tratado con el
agente Dbioterapéutico n.° 675 se establecié en un dia
diferente, por lo tanto, la comparacidén con el grupo tratado
con vehiculo no fue preformada, aungque se observd una notable
reduccién.

Niveles de citoquinas en los sobrenadantes de cultivos de
tejidos

Los niveles de cada citoquina se midieron en los
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sobrenadantes de cultivos de tejidos derivados de cultivos

estimulados anti-CD3/CD28 por analisis de Luminex. Estos
mostraron respuestas sdélidas para todas las citoquinas
medidas (valores medios en el grupo de vehiculos fueron los
siguientes: IL-4 = 6 406 pg/ml; IL-6 = 306 pg/ml; IL-10 =
10 987 pg/ml; IL-17A = 11 447 pg/ml; IFN-gamma = 15 581
pg/ml; TNF-o = 76 pg/ml).

Las siguientes secciones resumen los datos obtenidos de 1los
cultivos estimulados por coldgeno II. Cuando correspondiera,
los anadlisis estadisticos de las diferencias entre los
niveles de citoquinas en los sobrenadantes de esplenocitos no
estimulados y CII- estimulados se realizaron utilizando ANOVA
bidireccional seguido de la ©postprueba de Sidak ©para
comparaciones multiples, mientras que se utilizdé ANOVA
unidireccional seguido por la postprueba de Dunnett para la
comparacién de la respuesta estimulada por CII en los grupos
tratados con el agente bioterapéutico con el grupo tratado
con vehiculo. No hubo diferencia significativa en los niveles
de citoquinas entre 1los grupos en ambos casos. Esto es
probablemente debido al tamafo pequefio de la muestra
utilizada (n = 3).

A fin de presentar con mayor precisién la distribucidén de los
datos para las citoquinas con la extensién sustancial de los

datos, estos se presentan como diagramas de dispersidn.
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Las medias del grupo de IL-4 en los sobrenadantes de cultivo

de tejidos después de la estimulacidén con CII fueron <5 pg /
ml. Esto no se considera biolbdgicamente significativo y no se
incluye aqui. La media del grupo de TINF-a en los
sobrenadantes de cultivo de tejidos después de la
estimulacidén con colageno estaba por debajo del limite de
cuantificacién.

Niveles de sobrenadante de IFN-y (Figura 23)

Junto con IL-17, IFN-y es la principal citogquina que origina
enfermedades en el modelo CIA. El1l grafico de dispersidén en la
Figura 23 muestra los niveles de IFN-gamma después de 1la
estimulacién CII, con la media de grupo mayor en el grupo
tratado con vehiculo en comparacidn con el agente
bioterapéutico (véase la Figura 27).

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

Los niveles de IL-17A fueron 50 pg/ml en los cultivos
estimulados por CII para el grupo tratado con vehiculo. Los
niveles de esta citoquina parecian ser menores en el grupo de
agente bioterapéutico en comparacidén con el grupo tratado con
vehiculo (véase la figura 27).

Niveles de sobrenadante de IL-10 (Figura 25)

Los niveles de IL-10 en el grupo tratado con vehiculo fueron
13 pg/ml vy 2,1 pg/ml para los estimulados con CII, y 1los

cultivos con medio de control, respectivamente. Los niveles
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mas altos de IL-10 (que es una citoquina antiinflamatoria)

para el grupo tratado con vehiculo pueden esperarse debido a
que la inflamacidn % la induccidén de citoquinas
proinflamatorias podrian estar acompafiadas por un mecanismo
de retroalimentacidén antiinflamatorio.

Niveles de sobrenadante de IL-6 (Figura 26)

Las citoquinas inflamatorias tales como IL-6 y TNF-o no se
producen tipicamente en niveles altos en los cultivos anti-
CII. Sin embargo, sus niveles pueden ser alterados como
resultado de la modulacidén inmunitaria. Los niveles de IL-6
en cultivos estimulados con CII fueron modestos, alcanzando
10 pg/ml. Aungue mayor que en los cultivos de control de
medios de comunicacidén, estas diferencias eran demasiado
pequefias para proporcionar fundamento para incorporacidén a
los andlisis estadisticos.

Sobrenadantes de cultivos de tejidos en el Grupo 4 - agente
bioterapéutico n.° 675 (Figura 27)

Los cultivos de esplenocitos de este grupo se establecieron
en dias diferentes y por lo tanto separados del grupo tratado
con vehiculo. Aunque las comparaciones directas pueden no ser
apropiadas, parece que el tratamiento con agente
bioterapéutico n.° 675 fue eficaz en la reduccidén de IFN-vy,
IL-17A y los niveles de IL-6.

Andlisis microbiolégico
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El crecimiento bacteriano se confirmdé mediante la medicidn de

la densidad oéptica a 600 nm usando un espectrofotdédmetro. La
identidad bacteriana fue confirmada mediante la comparacidn
de imégenes de las placas ©por estrias con 1imégenes
referenciales.

Siguiendo el método de preparacidn bacteriana mejorado, altas
dosis de cepa bacteriana se administraron sistemdticamente
desde el dia -2 y dia -3 (a excepcidén de la cepa n.° 675
desde el Dia 0), como se indica por los altos valores de 1la
DO medidos.

Las muestras fecales se recogieron y se congelaron en el dia
-14, dia 0 y en la terminacidn.

Histopatologia

Los resultados de la histopatologia se muestran en las
Figuras 66-71. Tal como se esperaba para este modelo, se
observé la wvariabilidad intraindividual e interindividual en
términos de presencia/ausencia de la artritis o la gravedad
del cambio presente.

La naturaleza de la patologia era como se esperaba para este
modelo, con una extensa inflamacidén crdénica activa mixta de
la membrana sinovial y la bolsa extendiéndose para afectar
los tejidos blandos periarticulares (mUsculo, tejido adiposo,
coldgeno dérmico). En las articulaciones afectadas mas

gravemente hubo degeneracidn y  pérdida del cartilago
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articular «con restos intraarticulares e inflamacidén vy

alteracién de la estructura oésea vy articulaciones por la
fibrosis y la inflamacidn.

La incidencia de los cambios histopatoldégicos fue: vehiculo -

X

80 % (16/20); agente bioterapéutico n.° 675 - 83 % (20/24).

X

° 675 fue eficaz para reducir el

El agente bioterapéutico n.
dafio histopatoldégico que se observa en las articulaciones de
las extremidades posteriores vy reducir los puntajes de
inflamacidén de las articulaciones, los puntajes de darfio del
cartilago, los puntajes de dafio déseo y los puntajes totales
de histopatologia (véase la Figura 70), aungque no se pudieron
realizar comparaciones estadisticas con el grupo de vehiculo.
Resumen

Se observé un aumento de los puntajes clinicos a partir del

dia 28 después de la primera administracidén del coldgeno tipo

II, como se esperaba en este modelo de artritis en 1los
ratones DBA/1. El agente bioterapéutico n.° 675 ha demostrado
ser eficaz en el tratamiento de la artritis en este modelo.
Los animales tratados con el agente bioterapéutico n.° 675

fueron inmunizados en un momento diferente en comparacidén con
el grupo tratado con wvehiculo, lo que puede explicar 1los

puntajes clinicos méds altos observados. Sin embargo, el

agente bioterapéutico n.° 675 fue eficaz para reducir la

enfermedad patoldégica en las articulaciones, como se
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demuestra en el andlisis histopatoldégico.

Se observaron respuestas de memoria proliferativa a Coléageno
IT en cultivos de esplenocitos de todos los grupos
experimentales. Las estadisticas no se llevaron a cabo para
los cultivos del agente bioterapéutico n.° 675, ya que estos
se establecieron en un momento diferente, pero se observd una
reduccidén de la respuesta especifica al coldgeno relativa al
control.

La mayor parte de las citoquinas de linfocitos T analizadas
mostraron aumentos detectables entre los estimulados por
Coladgeno II y los controles promedio en el grupo tratado con
vehiculo. Estos incrementos no fueron tan evidentes en el
grupo tratado con el agente bioterapéutico. Esto apoya
ampliamente las respuestas de memoria proliferativa al
Coldgeno II descritas anteriormente.

Hubo pruebas de supresidén del eje Thl / Thl7, que es la
respuesta patdgena en este modelo y en la AR humana. La
correlacién de los niveles reducidos de citoquinas con 1la
proliferacién reducida sugiere la modulacidén inmunitaria. No
hubo pruebas de que esta modulacidédn resultase de la mejora
del nivel de Th2 IL-4 asociado o del aumento de la citoquina
inmunomoduladora, IL-10.

Ejemplo 4 - Un andlisis mas detallado de los efectos de los

inéculos de bacterias en el modelo de ratén de asma inducida
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por acaros del polvo de la casa

Los ratones analizados en el ejemplo 1 se sometieron a
andlisis adicional para caracterizar mejor el efecto de las
composiciones de la invencidén sobre la respuesta inflamatoria
del asma alérgica.

Materiales y métodos

Extraccidén de sangre y preparacidn de suero en el dia 14. Las
muestras de sangre de los animales se recogieron mediante
puncién cardiaca. El suero se aisld a partir de la muestra de
sangre por centrifugacidén durante 5 min a 14 000 g y se
almacené a -20 ° C.

Extraccién de oérganos en el dia 14. Recoleccidén del 1ldbulo
del pulmébn izquierdo en formalina para su seguimiento en el
andlisis histoldégico. Recoleccidén de los 1ldbbulos del pulmdn
derecho (todos los 1ldébulos restantes) y la eliminacién del
suero para la congelacidén instantdnea y posterior andlisis.
El fluido BAL restante se congeld rapidamente para posterior
analisis.

Medicién de los niveles de anticuerpos en suero y liquido BAL
La produccidén de anticuerpos IgE total e IgGl especifico de
los acaros de polvo doméstico (HDM) se mididé en el BAL y el
suero mediante el ensayo ELISA.

Aislamiento de pulmén y el anadlisis histolégico

Lébulos del pulmdédn izquierdo se fijaron en formalina seguido
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de incrustramiento en parafina, seccionados, y tincidén con

hematoxilina y eosina y PAS. El puntaje histoldédgico posterior
se realizd de la siguiente manera: cinco campos aleatorios de
vista por muestra se puntuaron para la inflamacidén
(infiltracidén peribronquial e infiltracidén perivascular) y la
produccidédn de mucosidad. La infiltracidén inflamatoria fue

marcada con el siguiente sistema de clasificaciédn:

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 visidn, las vias respiratorias se midieron
en tamafio y se cuantificé/um la cantidad de células de
mucosidad.

Medicién de mediadores inflamatorios en el tejido pulmonar
Lébulos del pulmbdbn derecho (todos 1los 1ldébulos restantes)
aislados para la cuantificacién de mediadores de 1la
inflamacién se congelaron de manera instantdnea para la
medicidén posterior de CCL11l, IFN-gamma, IL-1 alfa, IL-1 beta,
I.-4, I1IL-5, IL-9, IL -17A, CXCL1l, CCL3, CXCL2 y CCL5 con un
ensayo multiplex disponible en el mercado (Merck-Millipore)

para ensayo multiple. El andlisis se realizdé de acuerdo con
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las instrucciones del fabricante.

Resultados y analisis

Los resultados de los experimentos se muestran en las Figuras
28-46.

En respaldo a los resultados descritos en el ejemplo 1, el
andlisis de los infiltrados celulares en el tejido pulmonar
de los ratones tratados con la cepa 675 mostrd una reduccidn
notable y estadisticamente significativa en el puntaje
promedio de la inflamacidén (véanse las Figuras 32 y 34).

Se analizaron los niveles de anticuerpos en el fluido BAL vy
en el suero (véanse las Figuras 28-31). No se observdé ningun
efecto evidente del tratamiento de bacterias en los niveles
de anticuerpos séricos. Esto puede reflejar un fallo en el
experimento, ya que el alcance de los datos y las barras de
error para cada tratamiento son grandes, y los controles
positivos y negativos no parecen haberse comportado como
seria de esperar. Ademds, los niveles de anticuerpos en el
suero de referencia podrian haber ocultado cualguier cambio.
Del mismo modo, no se observd ningun efecto evidente del
tratamiento de bacterias en los niveles de citoquinas en el
tejido pulmonar (ver Figuras 36-46). Una vez mas, esto puede
reflejar un fallo en el experimento, ya que el alcance de los
datos vy las barras de error para cada tratamiento son

grandes, vy los controles positivos y negativos no parecen
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haberse comportado como seria de esperar. También es posible

que el mecanismo de acciédn haya implicado influencias
anteriores de respuestas de citoquinas dque vya no eran
detectables en el dia 4 después de la provocacidén final de 1la
via aérea HDM. Se debe tener cuidado al interpretar los datos
de citogquinas en el estudio actual, debido a la variabilidad
en los niveles detectados. Esta variabilidad podria
explicarse en parte por el hecho de que el tejido pulmonar
fue separado para los diferentes andlisis, y por lo tanto un
lébulo de pulmdn no podria haber sido plenamente
representativo o comparable con el mismo 1ldébulo en otros
ratones debido a la distribucidén irregular de la inflamacidn.
Ejemplo 5 - andlisis adicional del efecto de los inéculos de
bacterias en el modelo de ratén de asma grave neutrofilica
Los ratones analizados en el ejemplo 2 se sometieron a un
andlisis adicional para caracterizar mejor el efecto de las
composiciones de la invencidén en la respuesta de neutrdéfilos
asociada con el asma grave.

Materiales y métodos

Extraccién de oérganos en el dia 18. Recoleccidén del 1ldébulo
del pulmdén izgquierdo en formalina para posterior analisis
histolégico. Recoleccién de 1los 1ldébulos del pulmdédn derecho
(todos los 1bébulos restantes) y la eliminacién del suero para

su congelacidén instantdnea y posterior anédlisis. E1 fluido
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BAL restante se congeld de manera instantdnea para posterior

anadlisis.

Medicién de mediadores inflamatorios en el tejido pulmonar
(posterior analisis). Lébulos del pulmédn derecho (todos los
lébulos restantes) aislados para la cuantificacidn de
mediadores de la inflamacidén se congelaron de manera
instantdnea para la medicidén subsiguiente de IFN-gamma, IL-1
alfa, IL-1 beta, CXCL1l, CCL3, CXCL2, CCL5, IL-17A, TNF-alfa,
IL-17F, 1IL-23 e 1IL-33 por el ensayo multiplex disponible
comercialmente (Merck-Millipore). E1 analisis se realizd de
acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Medicién de los niveles de anticuerpos en suero y liquido BAL
(posterior analisis). La produccidén de anticuperos IgG2a,
IgGl especifico de los &caros del polvo doméstico (HDM) se
midié en el BAL y el suero mediante el ensayo ELISA.
Aislamiento de pulmén vy anadlisis histolégico (posterior
anadlisis). Loébulos del pulmbén izquierdo se fijaron en
formalina seguido de incrustramiento en parafina, seccionados
y tincidén con hematoxilina vy eosina vy PAS. El puntaje
histoldégico posterior se realizd de la siguiente manera:
cinco campos aleatorios de vista por muestra se puntuaron
para la inflamacién (infiltracidén peribronguial e
infiltracién perivascular) y la produccién de mucosidad. La

infiltracién inflamatoria fue marcada con el siguiente
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sistema de clasificacidn:

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 andalisis

Los resultados de los experimentos se muestran en las Figuras
47-64.

El anédlisis adicional de los niveles de anticuerpos reveld
que la eficacia de la cepa bacteriana 675 también se reflejé
en la reduccidén de los niveles de IgGl especificos de HDM en
el liquido de BAL y el suero (véanse las Figuras 47 y 49). No
se pueden realizar conclusiones firmes con respecto a un
efecto sobre los niveles de IgG2a. En general, los datos del
anadlisis de anticuerpos sugieren una reduccidén relacionada
con una respuesta 1inflamatoria reducida en general, en
oposicién a un efecto selectivo sobre el cambio de isotipo de
anticuerpo.

El andlisis histoldégico respaldd el conteo diferencial de
células del fluido BAL, gque muestra un infiltrado celular
reducido en los ratones tratados con la cepa 675 (ver Figuras

51-53).
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En relacidén con los niveles de citoquinas, como en el ejemplo

4, el alcance de los datos y las barras de error para cada
tratamiento es grande, y los controles positivos y negativos
no parecen haberse comportador como se esperaria. También es
posible que el mecanismo de accidén implique influir en las
respuestas de citoguinas anteriores que va no eran
detectables en el dia 4 después de la provocacidn final de la
via aérea HDM. Se debe tener cuidado al interpretar los datos
de citoquinas en el estudio actual, debido a la variabilidad
en los niveles detectados. Esta variabilidad podria
explicarse en parte por el hecho de que el tejido pulmonar
fue separado para los diferentes andlisis, y por lo tanto un
lébulo de pulmdn no podria haber sido plenamente
representativo o comparable con el mismo 1ldébulo en otros
ratones debido a la distribucidén irregular de la inflamaciédn.
A pesar de esta variabilidad, se demostrdé un efecto
antiinflamatorio evidente en los niveles de citogquinas para
la cepa 675, y el control positivo anti-IL-17 Ab se comportd
generalmente como se esperaba.

Con las salvedades anteriores, los datos de las Figuras 56,
58, 59, 61 y 63 sugieren que el tratamiento con las cepas
bacterianas de la invencidén puede lograr una reduccidédn en los
niveles de IL-1b, IFN, RANTES, MIP-la y KC (el equivalente

murino del IL-8 humano), gque puede ser indicativo de un
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mecanismo de accidén relacionado con influencias sobre la

liberacidén de quimioquinas (y por tanto el reclutamiento de
células) por células inmunes innatas o estroma. Estas
citoquinas son parte de la via Thl7. Tomando este estos datos
en conjunto, se puede concluir que la cepa 675 fue muy eficaz
en la proteccién de ratones contra la inflamacidn en este
modelo de ratdédn de asma grave neutrofilica.

Ejemplo 6 - Eficacia de los inbéculos de bacterias en un
modelo de ratén de esclerosis multiple

Resumen

Los ratones fueron administrados con composiciones que
comprendian cepas bacterianas de acuerdo con la invencidén vy
fueron posteriormente inmunizados con la glicoproteina de la
mielina de los oligodendrocitos para inducir la
encefalomielitis autoinmune experimental (EAE). La EAE es el
modelo experimental utilizado méas cominmente  para la
esclerosis multiple humana. Las composiciones de la invencidn
mostraron tener un efecto sorprendente sobre la incidencia de
la enfermedad y la gravedad de la enfermedad.

Cepa

675: Dbacterias depositadas con el nuUmero de acceso NCIMB
42408

Diserio del estudio

Grupos:
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1. Grupo de control negativo. Tratamiento con el control del

vehiculo (por via oral).

3. Tratamiento con indéculo de bacterias terapéuticas de cepa
675 (por via oral).

9. Grupo de control positivo. Tratamiento con dexametasona
(intraperitoneal) .

10. Grupo control sin tratar.

Cantidad de ratones por grupo = 10

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

Dias -14 a dia 27: administracién diaria de indculo de
bacterias terapéuticas por via oral (Grupo 4).

Dias 0-28: administracidén de dexametasona (intraperitoneal)
tres veces por 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 con
resultado soluciones 1 mg/ml. 100 pl de la mezcla de péptido-
CFAse inyectaron por via subcutadnea en cada pata posterior.
Administracidén de toxina pertussis por via intraperitoneal
(300 ng) .

Dia 1: administracién de toxina pertussis por via
intraperitoneal (300 ng).

Dias 7 y siguientes: medicidén de 1la incidencia de la
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enfermedad y el peso tres veces por semana.

Resultados finales y andlisis

Los ratones se analizaron para la incidencia y gravedad de la
enfermedad tres veces por semana. El puntaje se realizd a
ciegas. La gravedad de la enfermedad se evalud mediante un
puntaje clinico que varia de 0 a 5, donde 5 indica un ratédn

muerto (ver sistema de puntaje clinico a continuacién).

Monitoreo

En los dias indicados los ratones se pesaron y se observd el
puntaje de la actividad de la enfermedad y la incidencia de
la enfermedad.

Observaciones del puntaje de la actividad de la enfermedad:

0 - No hay cambios evidentes en la funcidén motora en

comparacién con los ratones no inmunizados.

0,5 - La punta de la cola estd inmévil.

1,0 - Cola inmévil.

1,5 - Cola inmévil e inhibicidén de las patas posteriores.

2,0 — Cola inmévil y debilidad de las patas posteriores.

OR - Hay signos evidentes de inclinacidédn de la cabeza cuando

se observa el caminar. El equilibrio es escaso.
2,5 - Cola inmévil y arrastre de las patas posteriores.

- OR - Existe una fuerte inclinacidén de la cabeza gue causa
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que el ratdén ocasionalmente se tropiece.

3,0 - Cola inmévil vy paradlisis completa de las patas
posteriores.
3,5 - Cola inmévil vy paradlisis completa de las patas
posteriores.

Ademés de: el ratdn se estd moviendo alrededor de la jaula,
pero cuando se coloca sobre un lado, no es capaz de
enderezarse.

Las patas posteriores estan juntas en un lado del cuerpo.

4,0 - Cola inmévil, patas posteriores completamente
paralizadas y paradlisis parcial de las patas delanteras.

- Ratdén se estd moviendo minimamente alrededor de la jaula,
pero parece alerta y se alimenta.

4,5 — Pardlisis completa de las patas posteriores y paralisis
parcial de las patas delanteras, no hay movimiento alrededor
de la jaula.

El ratdén es sacrificado inmediatamente y se retira de 1la
Jaula.

5,0 E1 ratdén es sacrificado debido a la paradlisis grave.
Cuando un animal tiene puntaje de la actividad de 1la
enfermedad igual o mayor que 1, se considera que tienen un
puntaje de incidencia positiva de la enfermedad.

Resultados

Los resultados del estudio se muestran en las Figuras 72 vy
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73.

La induccién de 1la enfermedad en los grupos de control
negativo fue exitosa con altos puntajes mostrados por el
control del wvehiculo y el control sin tratar. El1 efecto del
tratamiento con la <cepa 675 fue notable vy 1los ratones
tratados con la cepa 675 presentaron menor incidencia de 1la
enfermedad y en particular de la gravedad de la enfermedad.
De hecho, la reduccidén de la incidencia de la enfermedad vy
gravedad de la enfermedad fue comparable a la del grupo de
control positivo. Estos datos indican que la cepa 675 puede
ser Util para tratar o prevenir la esclerosis multiple.
Ejemplo 7 - Pruebas de estabilidad

Una composicidén descrita en este documento que contiene al

menos una cepa bacteriana aqui descrita se almacena en un

recipiente sellado a 25 °C o 4 °C y el recipiente se coloca en

una atmésfera con 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 75 %, 80

o°

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 afos,

al menos 50 %, 60 %, 70

o°

, 80 % o 90 % de la cepa bacteriana
se mantendrd como se mide en unidades formadoras de colonias

determinadas por protocolos estandar.

Secuencias

SEQ ID NO: 1 (Gen Bacteroides coprocola de ARNr 168,
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secuencia parcial,

1 agagtttgat

caagtcgagg
61

cgcacgggtg
121

aagattaata
181

aaacgatggg
241

tggatagggg

301
tacgggaggc
361
cgtgaaggat
421
cgtgtaggat
481
cggtaatacg
541
ggagattaag
601
ttccttgagt

661

ggcagcatga
agtaacacgt
atccaacctt
cctgatagta
tggtgagatt
gatgcgttcc
attaggtagt
ttctgagagg
aaggtccccc
agcagtgagg
aatattggtc
gaaggtccta
cggattgtaa
tttgtatgta
ccgtatgaat
gaggatgcga
gcgttatccg
tcagttgtga
aagtttgcgg
gcagttgagg

caggcggaat

cepa: M11

129

cctggctcag gatgaacgct

acttagcttg

ccgtttactce

gcatgatggc

aggcggggta

acattggaac

aatgggcgag

acttctttta

aagcatcggce

gatttattgg

ctcaaccgta

tcgtggtgta

- AB200223)

agctacaggc

ctaagtttga

agggatagcc

accattaaag

acggcccacc

tgagacacgg

agcctgaacc

tacgggaata

taactccgtg

gtttaaaggg

aaattgcagt

gcggtgaaat

ttaacacatg

tggcgaccgg

tttcgaaaga

atttattggt

tagcctgcga

tccaaactcc

agccaagtag

aagtttccta

ccagcagccg

agcgcagacg

tgatactggt

gcttagatat
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cacgaagaac
721
agtgtgggta
781
cgctgttggce
841
tacgccggca
901
gtggtttaat
961
gaggaaactt
1021
gccgtgaggt
1081
ggttaagctg
1141
gtcaaatcag
1201
aggccgctac
1261
ctgcaacccg
1321
gaatacgttc

1381

cccgattgceg
aaggcagctt
tcaaacagga
ttagataccc
gatatactgt
cagcggccaa
acggtgaaac
tcaaaggaat
tcgatgatac
gcgaggaacc
gtaagccgca
aggcgtctgt
gtcggcttaa
gtgccataac
agggctctgg
ccagactgcc

cacggccctt

acgtccgggg

ccggcaacgg

gatgccaatc
actccacgaa

gctggattcg
ccgggcecttg

tacacaccgc

130

gctaaactgt

tggtagtcca

gcgaaagcat

tgacgggggc

ttacccgggce

gaaggtgctg

gagcgcaacc

atcgtaagat

ctacacacgt

cccaaaacct

ctagtaatcg

ccgtcaagcecc

aactgacgtt

cacggtaaac

taagtatccc

ccgcacaagc

ttaaattgca

catggttgtc

ctcgtggtca

gtgaggaagg

gttacaatgg

ctctcagttc

cgcatcagcc

atgaaagccg

catgctcgaa

gatggatact

acctggggag

ggaggaacat

gacgaattac

gtcagctcgt

gttactaaca

tggggatgac

gaggtacaga

ggactggagt

acggcgcggt

ggggtacctg
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aagtgcgtaa ccgcaaggag

1441 cgccctaggg taaaaccggt aattggggct
aggtaaccaa g
SEQ ID NO: 2 (Gen Bacteroides coprocola para
secuencia parcial, cepa: M1l6 - AB200224)

1 agagtttgat cctggctcag gatgaacgct
ttaacacatg caagtcgagg
61 ggcagcatga acttagcttg ctaagtttga

cgcacgggtg agtaacacgt

121 atccaacctt ccgtttactc agggatagcc
aagattaata cctgatagta

181 tggtgagatt gcatgatggc accattaaag
aaacgatggg gatgcgttcc

241 attaggtagt aggcggggta acggcccacc
tggatagggg ttctgagagg

301 aaggtccccc acattggaac tgagacacgg
tacgggaggc agcagtgagg

361 aatattggtc aatgggcgag agcctgaacc
cgtgaaggat gaaggtccta

421 cggattgtaa acttctttta tacgggaata
cgtgtaggat tttgtatgta

481 ccgtatgaat aagcatcggc taactccgtg
cggtaatacg gaggatgcga

541 gcgttatccg gatttattgg gtttaaaggg

131

aagtctaaca

ARNr

163,

agctacaggc

tggcgaccgg

tttcgaaaga

atttattggt

tagcctgcga

tccaaactcc

agccaagtag

aagtttccta

ccagcagccg

agcgcagacg
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ggagattaag
601
ttccttgagt
661
cacgaagaac
721
agtgtgggta
781
cgctgttggce
841
tacgccggca
901
gtggtttaat
961
gaggaaactt
1021
gccgtgaggt
1081
ggttaagctg
1141
gtcaaatcag
1201
aggccgctac

1261

tcagttgtga
aagtttgcgg
gcagttgagg
caggcggaat
cccgattgceg
aaggcagctt
tcaaacagga
ttagataccc
gatatactgt
cagcggccaa
acggtgaaac
tcaaaggaat
tcgatgatac
gcgaggaacc
gtaagccgca
aggcgtctgt
gtcggcttaa
gtgccataac
agggctctgg
ccagactgcc

cacggccctt

acgtccgggg

ccggcaacgg

gatgccaatc

132

ctcaaccgta

tcgtggtgta

gctaaactgt

tggtagtcca

gcgaaagcat

tgacgggggc

ttacccgggce

gaaggtgctg

gagcgcaacc

atcgtaagat

ctacacacgt

cccaaaacct

aaattgcagt

gcggtgaaat

aactgacgtt

cacggtaaac

taagtatccc

ccgcacaagc

ttaaattgca

catggttgtc

ctcgtggtca

gtgaggaagg

gttacaatgg

ctctcagttc

tgatactggt

gcttagatat

catgctcgaa

gatggatact

acctggggag

ggaggaacat

gacgaattac

gtcagctcgt

gttactaaca

tggggatgac

gaggtacaga

ggactggagt
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ctgcaacccg actccacgaa
1321 gctggattcg ctagtaatcg cgcatcagcc
gaatacgttc ccgggccttg
1381 tacacaccgc ccgtcaagcc atgaaagccg
aagtgcgtaa ccgcaaggag
1441 cgccctaggg taaaaccggt aattggggct
aggtaaccaa
SEQ ID NO: 3 (Gen Bacteroides coprocola para
secuencia parcial, cepa: M158 - AB200225)
1 agagtttgat cctggctcag gatgaacgct
ttaacacatg caagtcgagg
61 ggcagcatga acttagcttg ctaagtttga
cgcacgggtg agtaacacgt
121 atccaacctt ccgtttactc agggatagcc
aagattaata cctgatagta
181 tggtgagatt gcatgatagc accattaaag
aaacgatggg gatgcgttcc
241 attaggtagt aggcggggta acggcccacc
tggatagggg ttctgagagg
301 aaggtccccc acattggaac tgagacacgg
tacgggaggc agcagtgagg
361 aatattggtc aatgggcgag agcctgaacc
cgtgaaggat gaaggtccta
421 cggattgtaa acttctttta tacgggaata

133

acggcgcggt

ggggtacctg

aagtctaaca

ARNr

1653,

agctacaggc

tggcgaccgg

tttcgaaaga

atttattggt

tagcctncga

tccaaactcc

agccaagtag

aagtatccta
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cgtgtaggat
481
cggtaatacg
541
ggagattaag
601
ttccttgagt
661
cacgaagaac
721
agtgtgggta
781
cgctgttggce
841
tacgccggca
901
gtggtttaat
961
gaggaaactt
1021
gccgtgaggt
1081
ggttaagctg

1141

tttgtatgta
ccgtatgaat
gaggatgcga
gcgttatccg
tcagttgtga
aagtttgcgg
gcagttgagg
caggcggaat
cccgattgceg
aaggcagctt
tcaaacagga
ttagataccc
gatatactgt
cagcggccaa
acggtgaaac
tcaaaggaat
tcgatgatac
gcgaggaacc
gtaagccgca
aggcgtctgt
gtcggcttaa
gtgccataac
aggactctgg

ccagactgcc

134

aagcatcggc

gatttattgg

ctcaaccgta

tcgtggtgta

gctaaactgt

tggtagtcca

gcgaaagcat

tgacgggggc

ttacccgggce

gaaggtgctg

gagcgcaacc

atcgtaagat

taactccgtg

gtttaaaggg

aaattgcagt

gcggtgaaat

aactgacgtt

cacggtaaac

taagtatccc

ccgcacaagc

ttaaattgca

catggttgtc

ctcgtggtca

gtgaggaagg

ccagcagccg

agcgcagacg

tgatactggt

gcttagatat

catgctcgaa

gatggatact

acctggggag

ggaggaacat

gacgaattac

gtcagctcgt

gttactaaca

tggggatgac
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gtcaaatcag cacggccctt

1201 acgtccgggg ctacacacgt gttacaatgg gaggtacaga
aggcagctac ccggcgacgg

1261 gatgccaatc cccaaaacct ctctcagttc ggactggagt
ctgcaacccg actccacgaa

1321 gctggattcg ctagtaatcg cgcatcagcc acggcgcggt
gaatacgttc ccgggccttg

1381 tacacaccgc ccgtcaagcc atgaaagccg ggggtacctg
aagtgcgtaa ccgcaaggag

1441 cgccctaggg taaaaccggt aattggggct aagtcgtaac
aaggtaacca a
SEQ ID NO: 4 (secuencia consenso ARNr 16S para cepa 675
Bacteroides coprocola)
GTCTGGCTCAKGATGAACGCTAGCTACAGGCTTAACACATGCAAGTCGAGGGGCAGCATGA
ACTTAGCTTGCTAAGTTTGATGGCGACCGGCGCACGGGTGAGTAACACGTATCCAACCTCC
CGCTTACTCAGGAATAGCCTTTCGAAAGAAAGATTAATGCCTGATGGTATCTTAAGCACAC
ATGTAATTAAGATTAAAGATTTATCGGTAAGCGATGGGGATGCGTTCCATTAGGTAGTAGG
CGGGGTAACGGCCCACCTAGCCGACGATGGATAGGGGTTCTGAGAGGAAGGTCCCCCACAT
TGGAACTGAGACACGGTCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGAGGAATATTGGTCAATGG
GCGCGAGCCTGAACCAGCCAAGTAGCGTGAAGGATGAAGGTCCTATGGATTGTAAACTTCT
TTTATACGGGAATAAAGTGGTCCACGTGTGGGCCTTTGCATGTACCGTATGAATAAGCATC
GGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCGAGCGTTATCCGGATTTATT
GGGTTTAAAGGGAGCGCAGACGGGGGATTAAGTCAGTTGTGAAAGTTTGCGGCTCAACCGT

AAAATTGCAGTTGATACTGGTTCCCTTGAGTGCAGTTGAGGCAGGCGGAATTCGTGGTGTA
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GCGGTGAAATGCATAGATATCACGAAGAACCCCGATTGCGAAGGCAGCCTGCTAAGCTGTA

ACTGACGTTGAGGCTCGAAAGTGTGGGTATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACA
CGGTAAACGATGGATACTCGCTGTTGGCGATATACTGTCAGCGGCCAAGCGAAAGCATTAA
GTATCCCACCTGGGGAGTACGCCGGCAACGGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGC
ACAAGCGGAGGAACATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAGGAACCTTACCCGGGCTTAAA
TTGCAGACGAATTACTTGGAAACAGGTAAGCCGCAAGGCGTCTGTGAAGGTGCTGCATGGT
TGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTCGGCTTAAGTGCCATAACGAGCGCAACCCTCGTGG
CCAGTTACTAGCAGGTAACGCTGAGGACTCTGGCCAGACTGCCATCGTAAGATGCGAGGAA
GGTGGGGATGACGTCAAATCAGCACGGCCCTTACGTCCGGGGCTACACACGTGTTACAATG
GGAGGTACAGAAGGCAGCTACCCGGCGACGGGATGCCAATCTCCAAAGCCTCTCTCAGTTC
GGACTGGAGTCTGCAACCCGACTCCACGAAGCTGGATTCGCTAGTAATCGCGCATCAGCCA
CGGCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAAGCCATGAAAGCCGGG
AGTACCTGAAGTGCGTAACCGCAAGGAGCGCCCTAGGGTAAAACCGGTAATTGGGGCTAAG

TCNTACGGGG

SEQ ID NO: 5 (Gen Bacteroides thetaiotaomicron para ARN 165,
secuencia parcial - M58763)
1 cttntacaat gaagagtttg atcctggcetc aggatnaacg
ctagctacag gcttaacaca
61 tgcaagtcna ggggcagcat ttcagtttgc ttgcaaactg
gagatggcga ccggcgcacg
121 ggtgagtaac acgtatccaa cctgccgata actcggggat
agcctttcga aagaaagatt

181 aatacccnat ggtataatca gaccgcatng tcttrttatt
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aaagaatttc
241
acnnaacctt
301
cggtccaaac
361
accagccaag
421
ataaagtttt
481
gtgccagcag
541
gggagcgtag
601
agttgatact
661
aatgcttaga
721
actgatgctc
781
aacgatgaat
841
tccacctggg

901

ggttatcgat
ggggatgcgt
cgatggatag
gggttctgag
tcctacggga
ggcagcagtg
tagcgtgaag
gatgactgcc
ccacgtgtgg
aattttgtat
ccncgntnat
acggagnatc
gtggacagtt
aagtcagttg
ggctgtcttg
agtacagtag
tatcacgaag
aactccgatt
gaaagtgtgg
gtatcaaaca
actcgctgtt
tgcgatatac
gagtacgccg

gcaacggtga

137

tccattaggc

aggaaggtcc

aggaatattg

ctatgggttg

gtaccatatg

cgagcgttat

tgaaagtttg

aggtgggcgg

gcgaaggcag

ggattagata

agtaagcggc

aactcaaagg

agttggtgag

cccacattgg

gtcaatgggc

taaacttctt

aataaggatc

ccggatttat

cggctcaacc

aattcgtggt

ctcactggac

ccctggtagt

caagcgaaag

aattgacggg

gtaacggctc

aactgagaca

gcaggcctga

ttatatggga

ggctaactcc

tgggtttaaa

gtaaaattgc

gtagcggtga

tgcaactgac

ccacacagta

cattaagtat

ggccngcaca
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agcggaggaa
961

gcatttgaat
1021

gtcgtcagcet
1081

ttagttacta
1141

aggtggggat

1201

tggggggtac
1261

ttcggatcga
1321

gccatggcgc
1381

ccgggggtac

catgtggttt
aattcgatga
atattggaaa
cagtatagcc
cgtgccgtga
ggtgtcggct
acaggtcatg
ctgaggactc
gacgtcaaat
cagcacngcc
agaaggcagc
tacctggtga
agtctgcaac
ccgacttcgt
ggtgaatacg
ttcccgggen

ctgaagtacg

138

tacgcgagga

gyaaggcaaa

taagtgccat

tagagagact

cntacgtccg

caggatgcta

gaagctggat

ttgtacacac

accttacccg

tgtgaaggtg

aacgagcgca

gccgtcgtaa

gggctacaca

atcccaaaag

tcgctagtaa

cgcccgtcaa

ggcttaaatt

ctgcatggtt

acccttatct

gatgtgagga

cgtgttacaa

cctctctcag

tcgcgcatca

gccatgaaag

1441 taaccgcaag gagcgtccta gggtaaaact ggtaattggg gc

SEQ

ID NO: 6

(secuencia

listado electrdénico de secuencias.

SEQ ID NO:

electrénico de secuencias

cromosdmica de

cepa

7 (secuencia plasmidica de cepa 675)

675) -

ver

- wver listado
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