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DESCRIPCION
Procedimiento de produccién del regulador de produccion de interleuquina

Campo técnico

La presente invencion se refiere a un procedimiento de produccion de un regulador de la produccion de interleuquina
gue tiene el efecto de mantenimiento o de promocion de la produccién de interleuquina-10 y el efecto de manteni-
miento o de inhibicién de la produccion de interlequina-12, el cual puede usarse en una composicion farmacéutica y
alimento o bebida.

Técnica antecedente

El sintoma principal de enfermedad autoinmune tal como enfermedad reumética o enfermedad del intestino inflama-
torio es la inflamaciéon. Se estima que existen citocinas que causan la inflamacion y la incidencia de la inflamacién
depende del equilibrio entre citocinas que envian sefiales y receptores de citocinas que reciben las sefiales.
Ademas, se estima que la inflamacion se cura espontdneamente cuando las citocinas anti-inflamatorias son mas
fuertes, pero cuando la accion de citocinas pro-inflamatorias es fuerte, la inflamacién continda durante un largo per-
iodo de tiempo y llega a transformarse en inflamacion crénica. Tal como se ha descrito anteriormente, puesto que se
estima que el equilibrio de produccién de citocinas (por ejemplo, interleuquinas) contribuye de manera significativa al
desarrollo de la enfermedad autoinmune, puede considerarse que la regulacién de la produccién de estas citocinas
es importante para prevenir o tratar dicha enfermedad.

La IL-10 es una citocina producida por células T, células B, mocitos, y macrofagos. La IL-10 promueve la prolifera-
cion y diferenciacion de células B dentro de células que secretan anticuerpos, y muestran principalmente actividades
anti-inflamatorias. Se estima que esto esta basado en un mecanismo en el cual la IL-10 sobre-regula la expresion de
la IL-1RA mediante monocitos e inhibe la mayoria de las actividad inflamatorias de los monocitos. En tiempos pasa-
dos, ha resultado ya evidente que la IL-10 inhibe la produccién de colagenasa intestinal y de colagenasa tipo IV al
interferir con una via dependiente de PGE2-cAMP y, en consecuencia, se estima que la IL-10 puede usarse como un
regulador de la destruccion del tejido conjuntivo observada en la enfermedad inflamatoria crénica. EI Documento de
Patente 3 divulga cepas de Lactococcus (especialmente Lactococcus lactis subsp. Cremoris C60) como microorga-
nismos que inducen eficazmente la produccion de IL-10.

La IL-12 es una citocina producida fundamentalmente por células que presentan antigenos tales como macréfagos
anticipadamente en la cascada inflamatoria, y es una proteina heterodimétrica de 70 KD compuesta de proteinas de
35 kD y de 40 kD. La IL-12 es un inductor fuerte de la produccion de IFN-y e igualmente es un activador de células
asesinas naturales. Se estima que la IL-12 es una citocina importante para la generacion de respuestas inmunes
mediadas por células, o TH1, fundamentalmente a través de su capacidad para activar células para la produccién de
IFN-y. Es decir, la IL-12 muestra de manera general actividades pro-inflamatorias.

Es sabido que las bifidobacterias muestran diversos efectos fisioldgicos basados en su funcionalidad, tales como de
regulacién de las funciones intestinales y de reduccion de colesterol en suero, cuando se ingieren dentro del cuerpo
en la forma de, por ejemplo, leche fermentada. En los Gltimos afios, se ha introducido el concepto de “probiéticos
(microorganismos vivos que afectan de manera beneficiosa al mantenimiento de la salud del huésped)” y, en conse-
cuencia, dichos efectos fisiolégicos de las bifidobacterias han recibido una amplia atencién en la consideracion del
del consumidos consciente de su salud, por lo que estan siendo llevados a cabo diversos estudios. La palabra “pro-
bidticos” se definié originalmente como “suplementos alimenticios microbianos vivos que afectan de manera benefi-
ciosa al animal huésped mediante la mejora del equilibrio de su flora microbiana intestinal”, pero actualmente se usa
en el sentido amplio anteriormente descrito.

Entre los diversos efectos fisioldégicos de las bifidobacterias, han empezado a recibir atencion los efectos sobre en-
fermedades autoinmunes tales como diabetes dependiente de la insulina y artritis reumatoide crénica, sindrome del
intestino irritable, y enfermedad del intestino inflamatorio tal como colitis ulcerativa y enfermedad de Crohn. A este
respecto, por ejemplo, se sabe ya de un agente terapéutico para la colitis ulcerativa que contiene las células de un
Bifidobacterium como un ingrediente activo (véase Solicitud de Patente Japonesa Abierta a Consulta Pablica No. 7-
126177) y cepas de Bifidobacterium eficaces para la prevencién y/o el tratamiento de la actividad inflamatoria gas-
trointestinal, tal como enfermedad del intestino inflamatorio o sindrome del intestino irritable (véase Publicacién Na-
cional de Solicitud de Patente Japonesa No. 2005-508617).

Ademas, se ha informado previamente ya que las células de bifidobacterios estimulan células que presentan antige-
nos profesionales tales como macréfagos y células dendriticas para inducir la produccién de IL-12 (es decir, una
capacidad de induccién de produccién de IL-12) (véase International Archives of Allergy and Immunology (Int Arch
Allergy Immunol), vol. 135, pags. 205-215, (2004)). Ademas, se ha informado previamente ya que las bifidobacterias
inducen la produccion de IL-10 (es decir, una capacidad de induccion de produccion de IL-10) (véase Publicacion
Nacional de Solicitud de Patente Japonesa No. 2005-508617). Se estima que la capacidad de las bifidobacterias
para inducir la produccién de diversas interleuquinas (ILs) varia dependiendo del tipo de cepa, y diversos estudios se
han realizado hasta ahora basados en dicha forma de pensar.
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Entre la técnica anterior adicional, la Solicitud de Patente Japonesa Abierta a Consulta Publica No. 2005-154387
divulga que los cocos del género Lactococcus son co-cultivados conjuntamente con las células dendriticas o las
células del bazo de un mamifero para seleccionar una cepa que tenga altas propiedades de induccion de la produc-
cion de IL-10. Un procedimiento de seleccion para los microorganismos o los componentes comprende el cultivo de
microorganismos, por ejemplo los cocos que pertenecen al género Lactococcus conjuntamente con células del epite-
lio intestinal para seleccionar la cepa mediante la actividad Caspase-1 y la capacidad de induccion de produccién de
IL-18, proporcionandose un alimento o un material alimenticio y alimento animal que contiene los cocos que perte-
necen al género Lactococcus como un ingrediente activo.

Entre la técnica anterior adicional, Amrouche y otros, en International Dairy Journal, vol. 16, pags. 70-80, (2006),
divulgan que extractos bhifidobacterianos, fundamentalmente las paredes de las células, estimulan la proliferacion de
linfocitos y sugieren que dichos extractos podrian usarse en el control de ciertas inmunopatologias.

Entre la técnica anterior adicional, la Patente Japonesa JP 2004-262773 divulga una preparacion farmacéutica que
comprende un ingrediente de célula bacteriana de un bacterio del género Bifidobacterium, el cual mejora la resisten-
cia al estrés y/o la disfuncion de la competencia inmunolégica inducida por el estrés. La preparacion farmacéutica
bacteriana de bifidus es util para mejorar la disfuncién del sistema inmunoldgico del canal intestinal causado como
un resultado del estrés.

Entre la técnica anterior adicional, la Patente Japonesa JP 2000-095698 divulga un remedio que contiene un com-
ponente de célula microbiana de las bacterias del 4cido lactico como un ingrediente activo. De acuerdo con esta
referencia, las bacterias del acido lactico pueden ser las bacterias que pertenecen al género de Lactobacillus, Bifido-
bacterium, Enterococcus o similares. Un procedimiento de extraccion del componente de la célula microbiana es
preferiblemente el de someter las células microbianas al tratamiento de lisado mediante el uso de una enzima litica,
y posteriormente someter las células microbianas tratadas a tratamiento térmico. La pared de célula puede destruir-
se usando un procedimiento fisico tal como un tratamiento ultrasénico o una prensa Francesa.

Entre la técnica anterior adicional, la Patente Japonesa JP H07-330806 divulga un polisacarido que se ha aislado a
partir de la pared de la célula de Bifidobacterium, y la cual muestra propiedades fisicas y quimicas especificas, e
induce el incremento de granulocitos en los glébulos blancos.

Entre la técnica anterior adicional, la Patente Japonesa JP H06-056678 divulga un inmunopotenciador que contiene
la fraccion de pared de célula y/o la fraccion citoplasmica de un microorganismo que pertenece al género Bififobacte-
rium como ingredientes activos. Preferiblemente, el microorganismo es Bifidobacterium adrecientis. La fraccion se
obtiene mediante la centrifugacion de las células del Bifidobacterium adrecientis cultivado anaerébicamente a 600 G
a 5°C durante 10 minutos, la suspensién de las células nuevamente en agua destilada, la centrifugaciéon bajo las
mismas condiciones, el lavado de las mismas, la repeticién de las operaciones 3 veces, la rotura de los cuerpos de
las células con ondas ultrasonicas durante 15 minutos, la eliminacién de las células sin romper mediante centrifuga-
cion a 800 a 1.000 G a 5°C durante 10 minutos y la realizacion de ultracentrifugacion con 70.000 G a 5°C durante 10
minutos para precipitar la fraccion de pared de la célula y recoger la fraccién citoplasmica como un sobrenadante.

Entre la técnica anterior adicional, la Patente Japonesa JP H05-252900 describe un procedimiento para la produc-
cién de una composicion inmunopotenciada, de acuerdo con el cual se cultiva al menos un tipo de bacterias del
acido lactico seleccionadas a partir de aquellas que pertenecen a Lactobacillus, Bifidobacterium, Pediococcus,
Streptococcus, y Leuconostoc, y los microbios de bacterias lacticas en el producto cultivado y/o solucién de cultivo
resultante se trituran. A continuacion, la fraccion citoplasmica de los microbios y/o de un producto que contiene la
fraccién en el sobrenadante resultante son diluidos y concentrados, fraccionados, purificados y/o secados, obtenién-
dose, de esta forma, una composicidon inmunopotenciada Util para la prevencion y tratamiento de diversas enferme-
dades que resultan de diversos tipos de substancias antigénicas o de microorganismos infecciosos.

Divulgacién de la invencion

Tal como se ha descrito anteriormente en la Técnica antecedente, es importante regular la produccién de citocinas,
especialmente de interleuquinas, para la prevencion, tratamiento, y prevencion de la recurrencia de la enfermedad
intestinal y de enfermedades autoinmunes acompafiadas por inflamacién como un sintoma principal. Entre las diver-
sas citocinas, pueden considerarse importantes la IL-10 como una citocina anti-inflamatoria y la IL-12 como una
citocina pro-inflamatoria.

Por ello, es un objeto de la presente invencion el proporcionar un procedimiento para la produccién de un regulador
de la produccién de interleuquina que puede usarse para la prevencion, tratamiento, y prevencién de la recurrencia
de la enfermedad intestinal y de la enfermedad autoinmune acompafiadas por inflamacién como un sintoma principal
y que tiene tanto el efecto de mantenimiento o de promocién de la produccion de interleuquina-10 como el efecto de
mantenimiento o de inhibicion de la produccion de interleuquina-12.

Aunque no de acuerdo con la presente invencion, podria usarse un procedimiento para la produccion de un regula-
dor de la produccién de interleuquina de acuerdo con la presente invencion, para la prevencion, tratamiento, y pre-
vencion de la recurrencia de la enfermedad intestinal y de la enfermedad autoinmune acompafiada por inflamacién
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como un sintoma principal, y podria ser altamente segura y podria administrarse durante un largo periodo de tiempo
sin temor.

Con el fin de lograr los objetos anteriores, los autores de la presente invencién han investigado una materia prima
gue puede usarse para la prevencion, tratamiento, y prevencion de la recurrencia de la enfermedad intestinal y de la
enfermedad autoinmune acompafiada por inflamacion como un sintoma principal, que es altamente segura cuando
se usa como una preparacion farmacéutica o alimento o bebida, y puede ser consumida durante un largo periodo de
tiempo sin temor. Como un resultado de ello, los presente autores han encontrado que un producto de la rotura de la
célula obtenido mediante la realizacion de la etapa de rotura de un microorganismo que pertenece al género Bifido-
bacterium tiene una capacidad de regulacion de la produccion de interleuquina, poseyendo simultdneamente el efec-
to de mantenimiento o de promocién de la produccion de interleuquina-10 y el efecto de mantenimiento o de inhibi-
cion de la produccién de interleuquina-12, habiendo conducido este hallazgo al desarrollo de la presente invencién.

De manera sorprendente, los autores de la presente invencion han encontrado igualmente que los productos de la
rotura de la célula de cualquiera de los microorganismos de ensayo (como materiales de partida) pertenecientes al
género Bifidobacterium obtenidos mediante la realizacion de la etapa de rotura de dicho microorganismo, tienen
dicha capacidad util de regulacién de la produccion de interleuquina. Es decir, dicha capacidad util de regulacion de
la produccion de interleuguina puede obtenerse a partir de un producto de rotura de la célula de cualquier microor-
ganismo que pertenezca al género Bifidobacterium obtenido mediante la suficiente rotura de las células de los mis-
mos.

Dichos sorprendentes hallazgos refutan el conocimiento comuin entre los expertos en la técnica que es una premisa
de los documentos de la técnica anterior tal como el Documento de No Patente 1, es decir, el conocimiento comun
de que la capacidad de los microorganismos que pertenecen al género Bifidobacterium para inducir la produccion de
diversas interleuquinas varia dependiendo del tipo de cepa, y en consecuencia, con el fin de usar una capacidad de
induccién de produccién de interleuquina deseada, es necesario dirigir la investigacién y desarrollo hacia la busque-
da de una cepa deseada mediante el rastreo de diversas cepas, y el uso de (las células de una cepa que tienen) una
capacidad de induccion de produccion de interleuquina deseada, puede realizarse Unicamente después de haber
llevado a cabo dicho rastreo.

La presente invencion esta dirigida a un procedimiento para la produccion de un regulador de la producciéon de inter-
leuquina para el mantenimiento o la promocién de la produccién de interleuquina-10 y el mantenimiento o la inhibi-
cién de la produccion de interleuquina-12, comprendiendo el procedimiento la etapa de rotura de un microorganismo
que pertenece al género Bifidobacterium en suspensién llevado a cabo mediante rotura ultrasénica que se realiza
con la energia de 7.800 Julios a 31.500 Julios por mililitro.

En el procedimiento de produccién de acuerdo con la presente invencion, el regulador de la produccion de interleu-
quina puede lograr una relacion de la cantidad de produccion de interleuquina-10 producida de manera acelerada
mediante su efecto de mantenimiento o de promocién de la produccién de interleuquina-10 con respecto a la canti-
dad de produccion de interleuquina-12 producida de manera reprimida mediante su efecto de mantenimiento o in-
hibicion de la produccion de interleuquina-12 (es decir, una relacion de interleukina-10/interleuquina-12) de 10 o
mas, mas preferiblemente de 20 0 mas.

Ademas, la etapa de rotura de un microorganismo se lleva a cabo mediante rotura ultrasonica.

Ademas, el microorganismo que pertenece al género Bifidobacterium es, preferiblemente, uno o mas microorganis-
mos seleccionados entre el grupo que consiste en microorganismos que pertenecen a la especie Bifidobacterium
longum, microorganismos que pertenecen a la especie Bifidobacterium angulatum, microorganismos que pertenecen
a la especie Bifidobacterium pseudocatenulatum, y microorganismos que pertenecen a la especie Bifidobacterium
catenulatum.

La presente invencion puede usarse para la produccion de un regulador de la produccién de interleuquina obtenido
mediante el procedimiento de produccion descrito anteriormente, el regulador de produccion de interleuquina que
tiene el efecto de mantenimiento o promocion de la produccion de interleuquina-10 y el efecto de mantenimiento de
inhibicion de la produccion de interleuquina-12.

El regulador de la produccion de interleuguina de acuerdo con la presente invencidn puede lograr una relacion de la
cantidad de produccion de interleuquina-10 producida de manera acelerada mediante su efecto de mantenimiento o
de promocioén de la produccién de interleuquina-10 con respecto a la cantidad de produccion de interleuquina-12
producida de manera reprimida mediante su efecto de mantenimiento o de inhibiciéon de la produccion de interleu-
quina-12 (es decir, una relacion de interleukina-10/interleuquina-12) de 10 o mas, mas preferiblemente de 20 o mas.

Aungue no de acuerdo con la presente invencion, podria ser posible producir un regulador de la produccion de inter-
leuquina que pueda usarse para la prevencion, tratamiento, y prevencion de la recurrencia de la enfermedad intesti-
nal y de la enfermedad autoinmune acompafiada por inflamacion como un sintoma principal, el cual tenga tanto el
efecto de mantenimiento o de promocién de la produccién de interleuquina-10 como el efecto de mantenimiento o de
inhibicién de la produccion de interleuguina-12. Ademas, podria ser posible también proporcionar dicho regulador de
la produccion de interleuquina, una composicion farmacéutica que contenga el regulador de la produccion de inter-
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leuquina como un ingrediente activo, y un alimento o bebida que contenga el regulador de produccion de interleuqui-
na.

Aungue no de acuerdo con la presente invencién, el regulador de la produccién de interleugiina podria ser Util para la
prevencion, tratamiento, y prevencion de la recurrencia de la enfermedad intestinal y la enfermedad autoinmune
acompafiada por inflamacion como un sintoma principal, es decir, la enfermedad autoinmune tal como diabetes
dependiente de la insulina y la artritis reumatoide crénica, el sindrome del intestino irritable, y la enfermedad del
intestino inflamatorio tal como la colitis ulcerativa y la enfermedad de Crohn.

El regulador de la produccién de interleugiina producido de acuerdo con la presente invencién usa, como un material
de partida, las células de un microorganismo que pertenece al género Bifidobacterium, es decir, un denominado
bifidobacterio. Las bifidobacterias han sido consumidas histéricamente por los humanos en la forma de, por ejemplo,
yogur durante un muy largo periodo de tiempo, y en consecuencia, su seguridad para humanos esta asegurada a un
muy alto nivel. Por esta razon, el regulador de la produccion de interleuquina, composicion farmacéutica y alimento o
bebida son extremadamente seguros, y en consecuencia, pueden ser administrados o consumidos durante un largo
periodo de tiempo sin temor.

Mejor modo de llevar a cabo la invencién

En lo que sigue a continuacion, se describird en detalle una realizacion preferida de la presente invencion. Sin em-
bargo, la presente invencion no esta limitada a la realizacion preferida siguiente, y pueden hacerse libremente cam-
bios dentro del &mbito de la invencion. Es de indicar que “por ciento” en la presente invencion se refiere a “por ciento
en masa” salvo que se especifique lo contrario.

No esta particularmente limitada una cepa del microorganismo que pertenece al género Bifidibacterium a usar en la
presente invencion, y puede ser una previamente depositada como una cepa que pertenece al género Bifidobacte-
rium en una coleccién de cultivo publico tal como la American Type Culture Collection (ATCC), Japan Collection of
Microorganisms (JCM), Northeast Texas Community College (NTCC), o Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen (DSM) o puede ser una aislada a partir de la naturaleza (por ejemplo, heces humanas) mediante un
procedimiento bien conocido tal como el descrito anteriormente. Los ejemplos de una cepa depositada en las colec-
ciones de cultivo publicas incluyen FERM BP-7787, ATCC 27535, JCM 7041, y JCM 1194.

Como una fuente de suministro del microorganismo que pertenece al género Bifidobacterium, puede usarse un ma-
terial que contenga dicho microorganismo. Los ejemplos de un material de este tipo incluyen suspensiones de célu-
las, cultivos de células (incluyendo células, sobrenadante de cultivos, y componentes del medio de cultivo), solucio-
nes de cultivos de células obtenidas eliminando la materia solida procedente de los cultivos de células, suspensio-
nes de células criodesecadas, cultivos de células criodesecadas, y leche fermentada usando un alimento o bebida
fermentada mediante bifidobacterias, tal como una bebida que contiene bifidobacterias, leche acidificada, y yogur. El
microorganismo puede aislarse a partir de un material de este tipo, o puede usarse directamente un material de este
tipo que contenga el microorganismo.

El microorganismo que pertenece al género Bifidobacterium no siempre es necesario que sea una Unica cepa de
Bifidobacterium, pudiendo usarse en combinacién cepas plurales del microorganismo que pertenezcan al género
Bififobacterium. Ademas, el microorganismo que pertenece al género Bifidobacterium puede usarse de manera
apropiada en la forma de células viables, células himedas, células secas, o células muertas.

Un ingrediente activo del regulador de la produccion de interleuquina obtenido de acuerdo con la presente invencion
es un producto de la ruptura de la célula de un microorganismo que pertenece al género Bifidobacterium. La etapa
de rotura de un microorganismo que pertenece al género Bifidobacterium incluida en el procedimiento para la pro-
duccién de un regulador de la produccion de interleuquina de acuerdo con la presente invencion, se lleva a cabo
mediante rotura fisica. La rotura fisica es particularmente ventajosa dado que, por ejemplo, no es necesario agregar
ninguna substancia adicional y, en consecuencia, no se deteriora la seguridad y garantia. Un ejemplo especifico de
un medio para la rotura de un microorganismo incluye la rotura fisica usando una prensa Francesa o un rompedor de
células (por ejemplo, FastPerp FP120 fabricado por Funakosi Corporation). De acuerdo con la presente invencion,
se usa la rotura ultrasénica mediante, por ejemplo, un rompedor ultrasénico (por ejemplo, BRANSON SONIFIER®
450). En este caso, la rotura fisica puede llevarse a cabo mediante tratamiento por rotura ultrasénica a una potencia
de aproximadamente 35 W (en un caso en el que la cantidad de una suspension de muestra sea de aproximada-
mente 4 ml) durante 5 minutos o més (preferiblemente 10 minutos o mas, mas preferiblemente 15 minutos o0 mas y
generalmente 60 minutos o menos). La rotura fisica se lleva a cabo mediante tratamiento ultrasénico realizado pro-
porcionando energia igual a la descrita anteriormente por unidad de volumen. La rotura fisica se lleva a cabo me-
diante la realizacion de dicho tratamiento de manera tal que se suministra una energia de 7.800 Julios o mayor y
31.500 julios o menor por mililitro de una solucion de muestra. Una frecuencia ultrasénica a usar en el tratamiento
ultrasonico esta generalmente dentro del intervalo de 10 a 50 kHz, preferiblemente dentro del intervalo de 15 a 40
kHz, preferiblemente de manera particular dentro del intervalo de 15 a 30 kHz. Los ejemplos de un dispositivo a usar
para el tratamiento ultrasénico incluyen, ademéas del BRANSON SONIFIER® descrito anteriormente, el TITEC VP-
5S, VP-15S, y VP-30S y MISONIX ASTRASON® S3000 y XL2020, por ejemplo. Una potencia mayor del rompedor
ultrasénico tiende a hacer posible el romper suficientemente un microorganismo en un menor tiempo. La etapa de

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2384 895 T3

rotura de un microorganismo puede llevarse a cabo mediante un tratamiento ultrasénico tal como se ha descrito
anteriormente.

El producto de rotura de la célula de un microorganismo que pertenece género Bifidobacterium contenido como un
ingrediente activo en el regulador de la produccion de interleuquina anteriormente mencionado, composicion far-
macéutica y alimento o bebida, es un producto natural y, en consecuencia, es altamente seguro cuando se consu-
me, y esta contenido en algunos productos alimenticios y leche consumidos, y no tiene toxicidad, y produce pocos
efectos secundarios incluso cuando se consume de manera continuada durante un largo periodo de tiempo. En
consecuencia, el producto de la rotura de las células de un microorganismo que pertenece al género Bifidobacte-
rium, puede administrarse de manera apropiada mediante, por ejemplo, la via oral, y puede conformarse en compri-
midos, capsulas, trociscos, jarabes, granulos, polvos, y similares mediante procedimientos conocidos. Ademas, el
producto de rotura de las células de un microorganismo que pertenece al género Bifidobacterium, puede agregarse
como un ingrediente activo a un producto alimenticio, e igualmente puede transformarse dentro de un alimento fun-
cional que tenga el efecto de prevencion y/o de tratamiento de una enfermedad autoinmune o de enfermedad intes-
tinal como un aspecto de la prevencion y/o tratamiento de una enfermedad autoinmune o de enfermedad intestinal.

Aunque no de acuerdo con la presente invencion, la dosis del producto de rotura de las células de un microorganis-
mo que pertenece al género Bifidobacterium como un ingrediente activo del regulador de la produccién de interleu-
quina, composicién farmacéutica y alimento o bebida, variaria dependiendo de la forma de dosificacion, sintoma,
edad, peso corporal, etc., pero podria estar dentro del intervalo de 0,1 pug a 0,5 g/kg de peso corporal/dia por via
oral, preferiblemente dentro del intervalo de 1 pug a 0,2 g/kg de peso corporal/dia, preferiblemente de manera particu-
lar dentro del intervalo de 10 pug a 50 mg/kg de peso corporal/dia, con el fin de obtener de manera eficaz su efecto
de prevencion y/o tratamiento de una enfermedad autoinmune o de enfermedad intestinal.

Aunque no de acuerdo con la presente invencion, una composicion farmacéutica de este tipo podria producirse, por
ejemplo, mediante la preparacion del producto de rotura de las células de un microorganismo que pertenece al géne-
ro Bifidobacterium usando cualquier aditivo aceptable farmacéuticamente tales como excipientes. En el caso de la
preparacién de una formulacién de este tipo, la cantidad del producto de la rotura de las células de un microorga-
nismo que pertenece al género Bifidobacterium contenido en la formulacion esta usualmente dentro del intervalo de
0,001 a 10% en masa, preferiblemente dentro del intervalo de 0,01 a 10% en masa. Los ejemplos de los aditivos a
usar para la preparacion de la formulacion incluyen excipientes, aglomerantes, desintegrantes, lubricantes, estabili-
zadores, agentes aromatizantes, diluyentes, y disolventes inyectables.

Los ejemplos de los excipientes incluyen: derivados de azUcar tales como lactosa, sacarosa, glucosa, mannitol, y
sorbitol; derivados del almidon tales como almidon de maiz, almidon de patata, a-almidén, dextrina, y carboximetil
almiddn; derivados de celulosa tales como celulosa cristalina, hidroxipropil celulosa, hidropropilmetil celulosa, car-
boximetil celulosa, y carboximetil celulosa célcica; goma arabiga; dextrano; pululano; derivados de silicato tales co-
mo &cido silicico anhidro de bajo peso, silicato de aluminio sintético, y aluminosilicato magnésico; derivados de fos-
fato tal como fosfato calcico; derivados de carbonato tal como carbonato célcico; y derivados de sulfato tal como
sulfato célcico. Los ejemplos de los aglomerantes incluyen, ademas de los excipientes anteriormente mencionados,
gelatina; polivinil pirrolidona; y magrogol. Los ejemplos de los desintegrantes incluyen, ademas de los excipientes
anteriormente mencionados, almidén quimicamente modificado o derivados de celulosa tales como crosscarmelosa
sddica, carboximetilalmidén sédico, y polivinil pirrolidona reticulada. Los ejemplos de los lubricantes incluyen talco;
acido estearico; estearatos de metales tales como estearato calcico y estearato magnésico; silice coloidal; ceras
tales como cera de abeja y cera espermaceti; acido bdrico; glicol; acidos carboxilicos tales como acido fumarico y
acido adipico; carboxilatos sédicos tal como benzoato sddico; sulfatos tal como sulfato sédico; leucina; lauril sulfatos
tales como lauril sulfato sédico y lauril sulfato magnésico; silicatos tales como anhidrido del acido silicico e hidrato
del acido silicico; y derivados de almidon. Los ejemplos de los estabilizadores incluyen ésteres del acido p-
hidroxibenzoico tales como metilparabeno y propolparabeno; alcoholes tales como clorobutanol, alcohol bencilico, y
alcohol feniletélico; cloruro de benzalconio; anhidrido acético, y &cido ascorbico. Los ejemplos de los agentes aroma-
tizantes incluyen edulcorantes, acidulantes, y aromas. Los ejemplos de los diluyentes inyectables incluyen agua,
etanol, y glicerina.

Un ejemplo del indicador de una capacidad de regulacion de la produccion de interleuquina para un uso de este tipo,
incluye uno obtenido mediante la evaluacién simultanea del efecto de mantenimiento o de promocion de la produc-
cién de interleuquina-10 y el efecto de mantenimiento o de inhibicién de la produccion de interleuquina-12. Mas es-
pecificamente, una capacidad de regulacion de la produccion de interleuquina puede expresarse como una relacion
cuantitativa de interlequina-10 a interleuquina-12 (es decir, una relacion de IL-10/IL-12). La relacién cuantitativa de
interleuquina-10 a interlequiquina-12 (es decir, la relacion de IL-10/IL-12) puede calcularse, por ejemplo, mediante
un procedimiento descrito en PNAS, vol. 102, no. 29, pags. 10321 a 10326, (2005).

En un caso en el que la produccion de interleuquina-10 se mantenga o promueva y la produccion de interleuquina-12
se mantenga o inhiba, la relacion cuantitativa de interleuquina-10/interleuquina-12 llega ser relativamente alta (sin
embargo, no esté incluido un caso en el que la produccion de 1I-10 y la produccion de IL-12 se mantengan ambas
simultdneamente). A este respecto, es posible que la cantidad de la produccién de interleuquina-10 o de interleuqui-
na-12 pueda medirse no solamente mediante un procedimiento inmunolégico tal como ELISA, sino también median-
te un procedimiento conocido de medicion de la concentracién de proteina.
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Breve descripcién de los dibujos

La Fig. 1 muestra gréaficas de la cantidad de produccion de IL-12p70 inducida por células intactas o un producto de
células rotas de cada cepa;

La Fig. 2 muestra gréficas de la cantidad de produccion de IL-10 inducida por células intactas o un producto de célu-
las rotas de cada cepa; y

La Fig. 3 muestra graficas de la cantidad de produccién de IL-12p70 e IL-10 inducidas por productos de células tra-
tados con oscilacién ultrasénica para diferentes periodos de tiempo y una gréfica de la relacion de IL-10/IL-12.

En lo que sigue a continuacién, se describird con mayor detalle la presente invencion con referencia a los ejemplos
siguientes, pero sin estar limitada a estos ejemplos.

Ejemplo de Referencia 1
Produccién de comprimidos conteniendo producto de rotura de células de Bifidobacterium longum BP-7787

Se agregaron 150 g de polvo de producto de rotura de células de Bifidobacterium longum BP-7787, 100 g de polvo
de lactosa (fabricado por Morinaga Milk Industry Co., Ltd.), 635 g de polvo de maltodextrina (fabricado por Matsutani
Chemical Industry Co., Ltd.), 85 g de leche en polvo descremada (fabricado por Morinaga Milk Industry, Co., Ltd.), 1
g de polvo edulcorante de stevia (fabricado por San-Ei Gen F.F.l., Inc.), 5 g de polvo aromatizado de yogur (fabrica-
do por San-Ei Gen F.F.l, Inc.), y 24 g de una preparacion en polvo de éster de 4cido graso de glicerina (fabricado
por Riken Vitamin Co., Ltd.) y se mezclaron uniformemente, y la mezcla en polvo asi obtenida se prensé en forma de
comprimidos de manera continua usando una maquina de compresion (fabricada por Hata Iron Works Co., Ltd.) a
una velocidad de compresién de 12 comprimidos/min a una presion de 9,8 kPa, para producir 1800 comprimidos
(aproximadamente 900 g, 0,5 g por comprimido) conteniendo un producto de la rotura de células de Bifidobacterium
longum BP-7787 como un agente de alivio de los sintomas y/o un agente terapéutico para la enfermedad del intesti-
no inflamatorio y del sindrome del intestino irritable.

Ejemplo de Referencia 2

Se disolvieron 10,8 kg de un hidrolizado de proteina de suero de leche (fabricado por Morinaga Milk Industry Co.,
Ltd.), 36 kg de dextrina (fabricada por Showa Sangyo Co., Ltd.), y pequefias cantidades de vitaminas solubles en
agua y minerales, en 200 kg de agua, para preparar una fase acuosa en un tanque. Al mismo tiempo, se mezclaron
3 kg de aceite de coccion de soja (fabricado por Taiyo-yushi Co., Ltd.), 8,5 kg de aceite de palma (fabricado por
Taiyo-yushi Co., Ltd.), 2,5 kg de aceite de azafran (fabricado por Taiyo-yushi Co., Ltd.), 0,2 kg de lecitina (fabricada
por Ajinomoto Co., Inc.), 0,2 kg de monoglicérido de acido graso (fabricado por Kao Corporation), y una pequefia
cantidad de vitaminas solubles en aceite, y se disolvieron para preparar una fase aceite. La fase aceite se agrego a
la fase acuosa contenida en el tanque y, a continuacién, se mezclaron mediante agitacién. A continuacion, la mezcla
se calent6 a 70°C y, a continuacion, se homogeneiz6 adicionalmente mediante un homogeneizador a una presion de
14,7 MPa. A continuacion, la mezcla homogeneizada se esteriliz6 a 90°C durante 10 minutos, se concentrg, y se
criodeseco, para preparar aproximadamente 59 kg de producto intermedio en polvo. A 50 kg del producto intermedio
en polvo asi obtenido, se agregaron 6,8 kg de sacarosa (fabricada por Hokuren), 167 g de polvo de mezcla de ami-
nodcido (fabricado por Ajinomoto Co., Ltd.), y 60 g de un producto de rotura de células de Bifidobacterium longum
BP-7787, y estos se mezclaron uniformemente para producir aproximadamente 56 kg de un polvo de nutricion enté-
rico conteniendo un producto de rotura de células de Bifidobacterium longum BP-7787 y que tiene el efecto de pre-
venir y/o aliviar los sintomas de la diabetes dependiente de la insulina.

En lo que sigue a continuacién, se describira con mayor detalle la presente invencion con referencia a los ejemplos
siguientes.

Bifidobacteria usada en los ejemplos de ensayo de |la presente invencion

En la Tabla 1 se muestran las especies, depositario, nimero, nombre de identificaciéon de cada cepa de Bifidobacte-
rium usada en los ejemplos de la presente invencion.

Tabla 1
Especies Depositario | Numero | Nombre de identificacion
Bifidobacterium longum FERM BP-7787 BP-7787
Bifidobacterium angulatum ATCC 27535 ATCC27535
Bifidobacterium pseudocatenulatum JCM 7041 JCM7041
Bifidobacterium catenulatum JCM 1194 JCM1194
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El procedimiento de ensayo de la presente invencion

(Preparacion de células intactas)

Cada una de las cepas de Bifidobacterium se cultivaron durante 16 horas usando medio MRS (de Man Rogasa
Sharpe) (Difco) y, a continuacion, un cultivo obtenido se lavé con PBS (solucion salina tamponado con fosfato) dos
veces, y se lavo adicionalmente con agua destilada dos veces y, a continuacion, se suspendié en agua destilada y
se criodeseco. La suspension criodesecada se suspendié en PBS y, a continuacion, se someti6 a tratamiento térmi-
co a 100°C durante 30 minutos para preparar las células intactas.

(Preparacion de producto de células rotas)

Cada una de las cepas de Bifidobacterium mostradas en la Tabla 1 se cultivé durante 16 horas usando medio MRS
(de Man Rogasa Sharpe) (Difco) y, a continuacion, un cultivo obtenido se lavé con PBS (solucién salina tamponado
con fosfato) dos veces, y se lavo adicionalmente con agua destilada dos veces y, a continuacion, se suspendié en
agua destilada para obtener aproximadamente 4 ml de una muestra. La muestra se sometié a tratamiento ultraséni-
co sobre hielo usando un rompedor ultrasénico (BRANSON SONIFIER® 450) durante 60 minutos (control de poten-
cia 4, potencia: equivalente a aproximadamente 35 W, frecuencia: 20 kHz, constante). La muestra se centrifugé a
800 x g durante 30 minutos para eliminar las células intactas. La muestra asi obtenida se observé con un espéculo
para confirmar que no existian células intactas en la misma y, a continuacion, se criodesec6. La muestra criodese-
cada se suspendié en PBS y, a continuacion, se sometid a tratamiento térmico a 100°C durante 30 minutos para
preparar un producto de células rotas.

(Preparacion de producto de células tratadas con oscilacion ultrasénica)

El B. pseudocatenulatum JCM7041 se cultivd durante 16 horas usando medio MRS (de Man Rogasa Sharpe) (Difco)
y el cultivo obtenido se lavé con PBS (solucién salina tamponado con fosfato) dos veces y, a continuacion, se sus-
pendié en PBS para obtener suspensiones de cultivos con un volumen cada una de aproximadamente 4 ml. Las
suspensiones de cultivos se sometieron a tratamiento ultrasénico sobre hielo usando un rompedor ultrasénico
(BRANSON SONIFIER® 450) durante 0, 5, 15, 30, y 60 minutos, respectivamente (control de potencia 4, potencia:
equivalente a aproximadamente 35 W, frecuencia: 20 kHz, constante) y, a continuacion, se sometieron a tratamiento
térmico a 100°C durante 30 minutos.

(Preparacion de células de bazo)

Se prepararon ratones macho BALB/c de seis semanas de edad (disponibles de Charles River Laboratories) como
animales experimentales y, a continuacion, se diseccionaron a la edad de 7 a 9 semanas para extraer sus bazos.
Las células de los bazos se obtuvieron a partir de los bazos diseccionados y, a continuacion, se trataron con una
solucion de lisis de glébulos rojos (cloruro aménico 0,144 M, trisaminometano 17 mM, pH 7,65) durante 3 minutos
para preparar células de bazo de las cuales se habian eliminado los glébulos rojos.

(Condiciones experimentales)

Las células de bazo preparadas mediante el procedimiento descrito anteriormente con referencia a “Preparacién de
células de bazo”, se suspendieron en un medio obtenido agregando FCS (Gibco) al 10%, 100 IU/ml de penicilina, y
0,1 mg/ml de estreptomicina a RPMI1640 (SIGMA) para obtener una suspension de células conteniendo2 x 10°
células por mililitro. A continuacién, se mezclaron 0,5 ml de la suspension de células con el producto de células de
manera tal que la concentracion final del mismo alcanz6 1 pg/ml o 10 pg/ml y, la mezcla asi obtenida, se cultivd en
una microplaca de 48 pocillos (FALCON) a 37°C en la presencia de CO; al 5%. Después de un lapso de 2 dias, se
recogié un sobrenadante del cultivo para medir la citocinas contenidas en el sobrenadante del cultivo.

(Medicion de citocinas)

La concentracién de IL-10 se midié mediante ELISA usando Duo Set (R&D Systems). La concentracién de IL-12p70
se midié concentrando el sobrenadante del cultivo a 1/10 mediante ultrafiltracién (MultiScreen Ultracel-10, MILLIPO-
RE) y, a continuacién, realizando el ensayo ELISA usando Quantikine (R&D Systems).

Ejemplo de Ensayo 1: Comparacion de la capacidad para inducir la produccién de IL-12 e IL-10 entre el producto de
las células rotas y las células intactas

En las Fig. 1 (IL-12p70) y Fig. 2 (IL-10), se muestran las cantidades de produccion de citocinas inducidas en células
de bazo de ratén mediante las células intactas o el producto de células rotas de cada una de las cepas.

La Fig. 1 muestra gréaficas de la cantidad de produccién de IL-12p70 inducida en células de bazo de rat6n mediante
la adicién de las células intactas o el producto de rotura de las células en el Ejemplo de Ensayo 1 de la presente
invencién. En la Fig. 1, se muestran los promedios de tres experimentos y las desviaciones estandar. Ademas, el
simbolo “*” en la Fig. 1 indica que existi6 una diferencia significativa a un nivel de significancia del 5% o menor
cuando un caso en el que se agregaron las células intactas (indicado mediante una linea continua) se comparé me-

8



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2384 895 T3

diante el ensayo t con un caso en el que se agrego el producto de células rotas (indicado mediante una linea de
trazos).

Como un resultado de ello, en todos los casos de las cepas usadas en este ensayo, la cantidad de produccién de IL-
12p70 inducida mediante la adicion del producto de las células rotas fue significativamente (ensayo t a un nivel de
significancia del 5% o menor) inferior a algunas concentraciones de muestras en comparacion con un caso en el que
se agregaron células intactas. Esto indica que la capacidad del producto de las células rotas para inducir la produc-
cion de IL-12 es inferior que la de las células intactas.

La Fig. 2 muestra gréficas de la cantidad de produccién de IL-10 inducida en células de bazo de ratébn mediante la
adicion de las células intactas o el producto de rotura de las células en el Ejemplo de Ensayo 1 de la presente inven-
cion. En la Fig. 2, se muestran los promedios de tres experimentos y las desviaciones estandar. Ademas, el simbolo
“*” en la Fig. 2 indica que existi6 una diferencia significativa a un nivel de significancia del 5% o menor cuando un
caso en el que se agregaron las células intactas (indicado mediante una linea continua) se compardé mediante el
ensayo t con un caso en el que no se agregaron (es decir, control) o cuando un caso en el que se agreg0 el producto
de las células rotas (indicado mediante una linea de trazos) se comparé mediante el ensayo t con un caso en el que
no se agrego el producto de células rotas (es decir, control).

Como un resultado de ello, en todos los casos de las cepas usadas en este ensayo, la cantidad de produccion de IL-
10 se increment6 de manera significativa (ensayo t a un nivel de significancia del 5% o menor) mediante la adicion
de las células intactas y el producto de las células rotas en comparacion con un control que no contenia dicho pro-
ducto de células. Esto indica que tanto las células intactas como el producto de las células rotas tienen la capacidad
para inducir la produccion de IL-10.

En la Tabla 2, se muestra la relacion de la cantidad de produccion de IL-10 con respecto a la cantidad de produccién
de IL-12p70 (es decir, la relacion de IL-10/IL-12) medida después de la adicion de las células intactas o del producto
de las células rotas de cada cepa a una concentracion de 10 pug/ml. A este respecto, es de sefialar que en un caso
en el que la concentracion de IL-12p70 fue un limite de deteccion o inferior (es decir, 0,25 pg/ml, o inferior), la rela-
cién de la cantidad de produccion se calculé usando el limite de deteccidn. En todos los casos de las cepas, la rela-
cion IL-10/1L-12 se incrementd grandemente cuando se agregoé el producto de las células rotas.

Tabla 2

Relacion de IL-10/IL-12 de citocina inducida por células intactas y el producto de las células rotas

Especies Cepa Células intactas | Producto de células rotas
Bifidobacterium longum BP-7787 14,8 107,9
Bifidobacterium angulatum ATCC27535 3,0 71,9
Bifidobacterium pseudocatenulatum JCM7041 2,6 71,6
Bifidobacterium catenulatum JCM1194 3,2 36,0

Tal como se ha descrito anteriormente, la capacidad de los productos de las células rotas de las bifidobacterias para
inducir la produccion de IL-12 fue inferior que la de las células intactas de las bifidobcterias, pero los productos de
las células rotas y de células intactas de las bifidobacterias tenian ambos la capacidad para inducir la produccion de
IL-10. Este resultado indica que la capacidad de las bifidobacterias para inducir la produccién de IL-12 puede redu-
cirse mediante la rotura de sus células al tiempo que se mantiene su capacidad para inducir la produccion de IL-10.
Ademas, la relacién de IL-10/I1L-12 se incrementé grandemente cuando se agreg6 el producto de las células rotas,
comparada con cuando se agregaron las células intactas. Esto indicd que la relacion de IL-10/IL-12 puede mejorarse
de manera significativa mediante la rotura de las células de las bifidobacterias.

Ejemplo de Ensayo 2: Estudio sobre la duracién del tiempo de rotura de las células

En la Fig. 3 se muestran las cantidades de produccion de citocinas inducida en células de bazo de ratén mediante la
adicién de los productos de las células tratadas con oscilacién ultrasénica durante diferentes periodos de tiempo
(concentracion de la muestra: 10 pg/ml, B. pseudocatenulatum JCM7041).

La Fig. 3 muestra gréficas de la cantidad de produccion de IL-12p70 inducida en células de bazo de ratén mediante
la adicion de los productos de la rotura de B. pseudocatenulatum JCM7041 tratado con oscilacion ultrasénica duran-
te diferentes periodos de tiempo mostrados en ella y una gréfica de la relacion de IL-10/IL-12 (“pg/mlI"/"pg/mI”) en el
Ejemplo de Ensayo 2 de la presente invencion. En la Fig. 3, se muestran promedios de tres experimentos y las des-
viaciones estandar. En la grafica de la cantidad de produccion de IL-12p70, el simbolo “*” indica que existi6 una
diferencia significativa a un nivel de significancia del 0,05 o menor cuando un caso en el que el producto de las célu-
las tratado con oscilacion ultrasonica agregado se compar6é mediante un ensayo t con un caso en el que se agrega-
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ron las células intactas (es decir, el producto de las células tratadas con oscilacién ultrasénica durante 0 minutos).
En la grafica de la produccion de la cantidad de IL-10, el simbolo “*” indica que existi6 una diferencia significativa a
un nivel de significancia del 5% o menor cuando un caso en el que el producto de las células agregado se compard
mediante un ensayo t con un control (limite de deteccion o inferior) que no contenia el producto de las células.

Como un resultado de ello, en todos los casos en el que se agregaron los productos de las células tratados con
oscilacion ultrasonica durante 5 minutos o mas, la cantidad de produccion de IL-12 se redujo de manera significativa
(nivel de significancia: 5% o inferior), y un tiempo de rotura de células mayor dio como resultado una cantidad de
produccién més pequefia de IL-12. M&s especificamente, cuando se agrego el producto de las células tratado con
oscilacion ultrasonica durante 15 minutos o mas, la cantidad de produccion de IL-12 se redujo de una manera ex-
trema, y cuando se agregé el producto de las células tratado con oscilacién ultrasénica durante 30 minutos o mas,
casi no se produjo IL-12. Por otra parte, la cantidad de produccion de IL-10 fue significativamente mas alta cuando
no se agregaron ninguno de los productos de las células tratados con oscilacion ultrasénica durante diferentes per-
iodos de tiempo, en comparacion con un control que no contenia el producto de las células. Mas especificamente, la
cantidad de produccién de IL-10 se incremento ligeramente al incrementarse el tiempo de rotura de las células des-
de 0 hasta 5 minutos, pero después de este, tiene a reducirse ligeramente conforme se incrementoé el tiempo de
rotura de las células. Sin embargo, la totalidad de los productos de las células tratados con oscilacién ultrasénica
mantuvieron basicamente la capacidad para inducir la produccion de IL-10 independientemente de la duracion del
tiempo de rotura de las células.

Los resultados anteriores indican que la capacidad de las bifidobacterias para inducir la produccién de IL-12 puede
reducirse mediante el tratamiento de las células de las bifidobacterias con oscilacion ultrasénica usando el rompedor
ultrasonico (BRANSON SONOFIER® 450) durante al menos 5 minutos o0 méas. Ademas, tal como puede observarse a
partir de la grafica de la relacion de IL-10/IL-12 en la Fig. 3, las células de las bifidobacterias son preferiblemente
tratadas con oscilacion ultrasénica durante al menos 5 minutos o mas, mas preferiblemente 15 minutos 0 mas y
generalmente 60 minutos o menos, para bloquear casi completamente su capacidad para inducir la produccion de
IL-12 y lograr una alta relacion de IL-10/IL-12.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de produccién de un regulador de la produccién de interleuquina para el mantenimiento o la
promocion de la produccion de interleuquina-10 y el mantenimiento o la inhibicion de la produccién de interleuquina-
12, comprendiendo el procedimiento la etapa de rotura de un microorganismo que pertenece al género Bifidobacte-
rium en suspension realizada mediante rotura ultrasénica, la cual se lleva a cabo con la energia de 7.800 julios a
31.500 julios por mililitro.

2. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la produccion del regulador de la produccion de
interleuquina es un regulador de la produccion de interleuquina para incrementar la relacion de la produccién de IL-
10/produccion de IL-12.

3. El procedimiento de produccién de acuerdo con la reivindicacién 1 6 2, en el que el microorganismo que pertene-
ce al género Bifidobacterium es uno 0 mas microorganismos seleccionados entre el grupo que consiste en microor-
ganismos que pertenecen a la especie Bifidobacterium longum, microorganismos que pertenecen a la especie Bifi-
dobacterium angulatum, microorganismos que pertenecen a la especie Bifidobacterium pesuodocatenulatum, y mi-
croorganismos que pertenecen a la especie Bifidobacterium catenulatum.
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Fig.1
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Fig.2
B. longum BP-7787 _ B. angulatum ATCC27535
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Fig.3
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