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TI'tuIO: USO DE MYCOBACTERIUM BRUMAE PARA EL TRATAMIENTO DEL CANCER DE VEJIGA

@ Resumen:

Uso de Mycobacterium brumae para el tratamiento
del cancer de vejiga. La presente invencion hace
referencia al tratamiento del cancer de vejiga,
preferentemente el cancer de vejiga superficial no
invasivo, mediante el uso de la micobacteria
Mycobacterium brumae. El tratamiento llevado a cabo
en la presente invencidn es particularmente efectivo
en células tumorales en grado 1y 2 de diferenciacion,
lo que posibilita llevar a cabo el tratamiento de la
enfermedad en un estadio aun incipiente, reduciendo
el riesgo de que la enfermedad evolucione a estadios
mas dafiinos y/o se produzca metastasis.
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DESCRIPCION
Uso de mycobacterium brumae para el tratamiento del cancer de vejiga.

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién puede ser englobada en el campo de la medicina en general y, mas especialmente, en el
campo de la oncologia. Particularmente, la presente invenciéon hace referencia al tratamiento del cancer de vejiga,
preferentemente el cancer de vejiga superficial no invasivo, mediante el uso de la micobacteria Mycobacterium
brumae (en adelante M. brumae). El tratamiento llevado a cabo en la presente invencién es particularmente efectivo
en células tumorales en grado 1 y 2 de diferenciacion, lo que posibilita llevar a cabo el tratamiento de la enfermedad
en un estadio aun incipiente, reduciendo el riesgo de que la enfermedad evolucione a estadios mas dafinos y/o se
produzca metastasis.

ESTADO DE LA TECNICA

M. brumae fue aislada y descrita en el afio 1993 por el mismo grupo de investigacion que ha desarrollado la
presente invencion. No se ha descrito en la bibliografia ninguna infecciéon causada por ella, ni en humanos ni en
animales. En todas las colecciones de cultivos internacionales es considerada de nivel de bioseguridad 1 (LDG
Standards-ATCC). Pertenece pues al grupo de micobacterias ambientales no patégenas. Actualmente se halla en
fase Il de estudio el uso de un extracto celular de otra micobacteria, Mycobacterium phlei, para el tratamiento del
cancer de vejiga superficial no invasivo. Sin embargo, M. phlei no puede ser considerada como una micobacteria no
patégena ya que se han descrito casos de infeccion en humanos (Khatter et al., 2008; Paul and Devarajan, 1998;
Cage and Saubolle, 1997; Aguilar et al., 1989). Por su parte, Mycobacterium vaccae se ha estudiado muerta por
calor como inmunoestimulador para el tratamiento de tuberculosis, asma y cancer de pulmon entre otros (Assersohn
et al., 2002; Houdra et al., 1998; Mendes et al., 2002). Sin embargo, también se han descrito casos de infeccion en
humanos con M. vaccae (Khatter et al., 2008; Hachem et al., 1996)

El cancer de vejiga es la patologia maligna mas comun del tracto urinario. En Europa, la incidencia mas alta aparece
en Europa Occidental (23,6 en hombres y 5,4 en mujeres) y en el sur (27,1 en hombres y 4,1 en mujeres) (Babjuk et
al., 2008). En Estados Unidos, en el afio 2008, se estima que fue diagnosticado a 68.810 personas y caus6 14.100
muertes (Kresowik et al., 2009). Aproximadamente, el 75-85% de los pacientes con cancer de vejiga presentan
enfermedad confinada a la mucosa o submucosa cuando se diagnostican. Ademas, después de la cirugia local
existe un elevado nivel de recurrencia local (78%) y progresion (45%) (Brandau et al., 2007).

Los tumores de vejiga se clasifican en diferentes estadios en funcién del nivel de invasividad del tumor en el tejido
vesical. Esta clasificacion se realiza tras un examen citoscopico del paciente habiendo sido establecida por la Unién
Internacional Contra el Cancer (Sobin, et al., 2009):
e Carcinomas superficiales (no musculo-invasivos):
o Estadio T0. Comprende estadio Ta (si s6lo afecta al epitelio) o TIS (carcinomas in situ)
o Estadio T1. Se refiere cuando el tumor invade el tejido conectivo subepitelial (lamina propia), pero
sigue confinado a la mucosa.
e Carcinomas infiltrantes (invasivos). Segun el nivel de afectacion de capas tisulares interiores de la vejiga se
diferencian:
o Estadio T2, cuando el tumor invade musculo
o Estadio T3, invade tejido perivesical, o
o Estadio T4, cuando invade érganos periféricos como prostata, utero, vagina, pared pelviana o pared
abdominal.

Ademas del estadio, la Organizacion Mundial para la Salud (OMS) establecié en 1973 un criterio de clasificacion
segun el analisis histopatolégico del tumor. Esta clasificacion revisada posteriormente por la OMS/ ISUP (Sociedad
Internacional de Uropatélogos) (1998) y actualizada en 2004 (OMS) en la que los grados de diferenciacion celular
(G1, G2 o G3) establecidos en la clasificacién de 1973, se amplian y especifican. Las dos clasificaciones no son
excluyentes, e incluso se recomienda el uso de ambas (Alvarez et al., 2007).

Asi encontramos:

e Tumores G1 (nivel bajo o diferenciado) que se corresponderian en la clasificacion de 2004 con papilomas,
papilomas invertidos y neoplasias papilares uroteliales de bajo potencial maligno (PUNLMP), y carcinomas de
bajo grado.

e Tumores G2, un grado medio o moderadamente diferenciado, que en la clasificacion de 2004 serian carcinomas
papilares no invasivos de bajo grado y, en su mayoria, de alto grado.

e Tumores G3, el grado de diferenciacion mas elevado o pobremente diferenciado, con un mayor pronéstico de
recurrencia y progresion. En la clasificacion de 2004 se definen como carcinomas de alto grado.

Sdlo en el caso de tumores superficiales se realiza terapia bioldégica con Mycobacterium bovis bacillus Calmette-

Guérin (BCG). En el caso de tumores superficiales, en funcién del resultado del estudio de anatomia patoldgica se
evalla el riesgo de recidivas y progresion, optandose por diferentes estrategias terapéuticas (Babjuck et al., 2011):
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e En el caso de un Ta G1 unico, se considera de bajo riesgo, de manera que tras la reseccion transuretral (RTU)
solamente se procedera al control del paciente.

e Sise trata de un Ta G1 multiple, Ta G2, o T1 G1 o G2 se considera un tumor superficial de riesgo intermedio.
En este caso se realizara quimioterapia local o tratamiento con BCG, o si éstas estan contraindicadas, otra
inmunoterapia, procediendo posteriormente al control del paciente.

e Sise trata de un T1 G3 con o sin tumor in situ (TIS), se considera un tumor de elevado riesgo. En este caso se
realizara tratamiento con BCG, o si éste esta contraindicado, otra inmunoterapia o quimioterapia local,
procediendo posteriormente al control del paciente.

Con el fin de evitar las recidivas y la progresion a estadios mas agresivos se adoptan otras estrategias. En las
siguientes 24 horas tras la RTU se administra una dosis de quimioterapia intravesical (normalmente mitomicina C) y,
en tumores de riesgo medio y alto, se administra BCG vivo intravesicalmente durante 6 semanas, con posibilidad de
realizar una terapia de mantenimiento mas larga con BCG. La administracion de BCG previene la recidiva, ademas
previene, o al menos retrasa, la progresion tumoral, a diferencia de la quimioterapia que es incapaz de prevenir la
progresion (van Rhijn, 2009; Babjuk, 2008). Este protocolo establecido por Morales et al. en 1976 continta siendo la
primera opcion en el tratamiento de pacientes con cancer de vejiga superficial y carcinoma in situ (Gontero et al.,
2010).

Los pacientes, entonces, requieren de un tratamiento profilactico efectivo con BCG para prevenir recurrencias y la
progresion del tumor, y, ademas, de un seguimiento continuo a lo largo de la vida. Consecuentemente el cancer de
vejiga no invasivo se considera una enfermedad crénica que requiere un seguimiento frecuente y repetidos
tratamientos, convirtiéndose en el tratamiento de mas elevado coste (considerando el coste por paciente desde el
diagnéstico hasta la muerte) de todos los canceres (Ploeg et al., 2009).

Treinta afios después del inicio de su administracion, se desconocen con exactitud los mecanismos mediante los
que BCG actia como agente antitumoral. Se sabe que tiene lugar una actividad directa (inhibicion de la
proliferacién) sobre las células tumorales (Zhang, 1997), asi como una actividad tumoral indirecta consistente en la
estimulacion del sistema inmune. Inicialmente BCG es fagocitado, por células presentadoras de antigeno y células
del urotelio, resultando en una alteracion de la expresion génica y la secrecion de citocinas como IL-6 (citocina pro-
inflamatoria) e IL-8 (quimioatrayente) (Bevers et al., 2004; Saban et al., 2008; Shintani et al., 2007), produciéndose
una infiltracion masiva. Esta reaccion inflamatoria local en la mucosa de la vejiga se caracteriza por la presencia de
numerosas células T (CD4 y CD8) y macrofagos, lo que conlleva a una secrecion de citocinas proinflamatorias que a
menudo supone una respuesta favorable. La secrecion de IL-12 e IFN-a por monocitos activados por BCG es
indispensable para la activacion de células citotdxicas como células Natural Killer (NK) de accion antitumoral, células
T CD8, macrdéfagos y linfocitos gamma-delta (Suttmann et al., 2004).

Sin embargo, aunque eficaz, la inmunoterapia con BCG tiene sus limitaciones y ocasiona problemas que
comprometen su uso. Se presentan problemas de toxicidad asociados aunque generalmente no severos. La mayoria
de pacientes experimentan sintomas de irritabilidad (cistitis), aproximadamente un 40% desarrolla hematuria y un
30% presenta fiebre, malestar, y nauseas o vémitos (Lamm et al.,, 2000, Gontero et al., 2010), llegando a
presentarse incluso casos de sepsis por BCG (Gonzalez et al., 2003: Nadasy et al., 2008). Se estima que tienen
lugar un 0,4% de casos de sepsis por BCG (Lamm et al., 2000). Cabe destacar que BCG es una micobacteria
atenuada obtenida a partir de Mycobacterium bovis después de 230 resiembras, y que se administra viva. De hecho,
aunque el tratamiento con BCG pueda ser efectivo, existe un consenso a la hora de no tratar a todos los pacientes
con cancer vesical no invasivo debido al riesgo de toxicidad. Se considera un sobretratamiento en tumores de bajo
riesgo de recidiva y progresion (Babjuk et al., 2008).

BCG es una especie de micobacteria atenuada obtenida a partir de 230 resiembras de la micobacteria patdégena
Mycobacterium bovis, que causa enfermedad en animales. Al ser una cepa atenuada BCG es considerada de nivel
de riesgo bioldgico 2. Es decir es un agente patégeno que puede provocar enfermedades humanas o animales pero
que tiene pocas probabilidades de entrafiar un riesgo grave para el personal de laboratorio, la poblacion, el ganado o
el medio ambiente. La exposicién en el laboratorio puede provocar una infeccién grave, pero existen medidas
preventivas y terapéuticas eficaces y el riesgo de propagacion es limitado. Asi pues, BCG debe ser manipulada,
como minimo, en un laboratorio de nivel 2, donde se disponga de cabinas de seguridad bioldgica por la posible
formacion de aerosoles, y debe ser manipulada por personal cualificado.

Asi, dada la ausencia actual de alternativas al BCG para el tratamiento de cancer de vejiga que demuestren,
suficientemente, que consiguen tratar el cancer de vejiga de forma efectiva pero sin mostrar los graves efectos
secundarios asociados al uso de BCG; el objetivo de la presente invencion es encontrar micobacterias alternativas,
no patégenas, que demuestren ser capaces de ser eficaces en el tratamiento del cancer de vejiga sin mostrar
efectos secundarios adversos para el paciente. Los experimentos que se llevan a cabo en Yuksel et al., 2011 se
basan, exclusivamente, en afiadir las micobacterias sonicadas a lineas celulares monociticas y determinar la
liberacion de citoquinas (ver “experimental procedures”). A partir de estos experimentos se elabora una lista (Tabla
2) con las micobacterias que inducen una actividad TNF-alfa y/o IL-12 significativa. Sin embargo Yuksel et al., 2011,
a pesar de indicar la induccion en la produccién de citoquinas por parte de las micobacterias seleccionadas,
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realmente no demuestra que dicha produccién de citoquinas tenga como consecuencia el tratamiento del cancer de
vejiga. En Yuksel et al., 2011 no se lleva a cabo ningun experimento con cultivos celulares de vejiga ni con modelos
animales que demuestren que las micobacterias estudiadas son capaces de tratar el cancer de vejiga. De hecho
Yuksel et al., 2011, en su pagina 26, divulga que “este estudio es sélo el primer paso para el desarrollo de un nuevo
agente anticancerigeno. Se requieren mas estudios, incluyendo cultivos de células de vejiga y animales modelo,
para desarrollar agentes apropiados”. Esta afirmacion deja claro que el tratamiento del cancer de vejiga al que se
hace referencia Yuksel et al., 2011 es especulativo, a partir de una base tedrica. Asi, Yuksel et al., 2011 no debe ser
considerado como una divulgacion que demuestre, de forma suficiente, el tratamiento del cancer de vejiga mediante
el uso de micobacterias porque el tratamiento del cancer de vejiga a partir de micobacterias no se ha reducido a la
practica en este documento. De hecho existen numerosos agentes con capacidad de estimular la produccion de
citoquinas y que sin embargo no tienen ningun efecto antitumoral sobre células tumorales. Por lo explicado mas
arriba, se considera que Yuksel et al., 2011 no describe suficientemente la aplicacién de micobacterias en el
tratamiento del cancer de vejiga, para que un experto medio en la materia pueda reproducirlo ya que no hay ningun
ejemplo/experimentacion que lo demuestre.

DESCRIPCION DE LA INVENCION
Breve descripcion de la invenciéon

La presente invencion resuelve el problema anteriormente mencionado mediante el uso de la micobacteria
Mycobacterium brumae (en adelante M. brumae) para el tratamiento del cancer de vejiga, preferentemente el cancer
de vejiga superficial no invasivo. El tratamiento llevado a cabo en la presente invencion es particularmente efectivo
en células tumorales en grado 1 y 2 de diferenciacion, lo que posibilita llevar a cabo el tratamiento de la enfermedad
en un estadio aun incipiente, reduciendo el riesgo de que la enfermedad evolucione a estadios mas dafinos y/o se
produzca metastasis.

Por lo tanto, se considera que M. brumae es un buen candidato para ser usado en la elaboracion de una
composicion farmacéutica destinada al tratamiento del cancer de vejiga.

Asi, el primer aspecto de la presente invencién hace referencia al uso de la micobacteria Mycobacterium brumae
para la elaboraciéon de un medicamento, preferentemente al uso de dicha micobacteria para la elaboraciéon de una
composicion farmacéutica destinada al tratamiento del cancer de vejiga. En un aspecto preferido, la presente
invencion se dirige al uso de la micobacteria Mycobacterium brumae para la elaboracién de una composicion
farmacéutica destinada al tratamiento del cancer de vejiga superficial no invasivo, particularmente al tratamiento del
cancer de vejiga en grado 1 y 2 de diferenciacion. En un aspecto aun mas preferido, el uso de la micobacteria
Mycobacterium brumae mencionado en este parrafo, se lleva a cabo en combinacién con al menos un compuesto
citostatico, preferentemente mitomicina C.

El segundo aspecto de la presente invencion hace referencia a una composicion farmacéutica que comprende la
micobacteria Mycobacterium brumae y excipientes farmacéuticamente aceptables. Entre estos excipientes se
incluyen agentes de suspension y agentes estabilizantes, como por ejemplo, agua, soluciéon salina, sacarosa,
manosa, trealosa, glutamato soédico, glicerol, polimeros no-ibnicos e idnicos tales como monooleato
polioxietilenosorbitan (Tween) o acido hialurénico, y similares, o combinaciones de los mismos (Jin et al., 2011). En
un aspecto preferido de la invencion, la composicion definida en este parrafo comprende a la micobacteria
Mycobacterium brumae en combinacién con al menos un compuesto citostatico, preferentemente mitomicina C.

Mycobacterium brumae se puede formular en suspensiones liquidas o formas soélidas. Las preparaciones liquidas
pueden ser disoluciones por suspension o emulsidon en soluciones acuosas (como agua, solucion salina o solucion
salina en tampén fosfato (PBS)) no acuosas o ambas (como suspensiones acuosas, emulsiones de aceite,
emulsiones de agua en aceite o aceite en agua, microemulsiones, nanoemulsiones o liposomas) (Fox et al., 2011;
Jin et al., 2011).

Los vehiculos sélidos pueden ser microparticulas, nanoparticulas, microesferas, minibombas y polimeros naturales o
sintéticos biodegradables o no biodegradables.

La composicion farmacéutica de la presente invenciéon puede ser preparada en formulaciones y/o administrados, de
acuerdo a los conocimientos existentes en el estado la técnica del desarrollo galénico, de distintas formas tales
como: por inyeccion intradérmica o por via oral mediante capsulas, grageas o tabletas. El medicamento se puede
administrar a una mucosa, por ejemplo, intranasal, oral, gastrica, intestinal, vaginal o el tracto urinario. De forma
preferida, la administracion se lleva a cabo a nivel intravesical.

La presente invencion hace igualmente referencia a la micobacteria Mycobacterium brumae para ser usada como
medicamento, preferentemente para ser usada en el tratamiento del cancer de vejiga. En un aspecto preferido el tipo
de cancer de vejiga es superficial no invasivo, preferentemente en grado 1 y 2 de diferenciacion.
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El ultimo aspecto de la presente invencion hace referencia a un método de tratamiento del cancer de vejiga
(preferentemente de cancer de vejiga superficial no invasivo en grado 1 y 2 de diferenciacion) que comprende la
administracion al paciente aquejado de dicha enfermedad de una cantidad terapéuticamente eficaz de M. brumae o
de una composicién farmacéutica que la comprenda.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Inhibicién de la proliferacion MOI (dosis de infeccidon) dependiente. Inhibicion de la proliferacion de la linea
tumoral T24 tras infectar con las diferentes micobacterias a diferentes MOI. Los resultados se expresan como
porcentaje de supervivencia relativo a las células control (no infectadas). Cada valor representa el promedio +
desviacion estandar de los triplicados de los cultivos de tres experimentos independientes.

Figura 2. Inhibicién de la proliferaciéon en las lineas SW780 (A) y RT112 (B). Se observa un mayor efecto antitumoral
de M. brumae frente al resto de micobacterias ensayadas, incluidas BCG y M. phlei. La infeccion se realizé con las
micobacterias vivas a una MOI de 10:1 y durante 72 horas. Los resultados se muestran como el porcentaje de
viabilidad respecto al control (células no infectadas). Cada columna representa el promedio + desviacién estandar de
los triplicados de los cultivos de tres experimentos independientes.

Figura 3. Inhibicién de la proliferacion tumoral (lineas T24 y RT4) con BCG y M. brumae vivos y muertos mediante
diferentes tratamientos. Se observa que M. brumae continta inhibiendo la proliferacién tumoral mas eficientemente
que BCG en la linea RT4 incluso muerto. La infeccion se realizd con las micobacterias vivas, muertas por irradiacion
(gamma (25 kGy) y UV / 20 minutos), y muertas por calor (121°C / 15 minutos y 60°C / 30 minutos), a una MOI de
10:1 y durante 72 horas. Los resultados se expresan como porcentaje de supervivencia relativo a las células control
(células no infectadas). Cada columna representa el promedio + desviacion estdndar de los triplicados de los cultivos
de tres experimentos independientes.

Figura 4. Inhibicion de la proliferacion tumoral (linea J82) con diferentes micobacterias. Se observa la misma
capacidad de inhibir la proliferacion por parte de BCG, M. brumae y M. phlei. La infeccion se realizé con las
micobacterias vivas, muertas por irradiacion (gamma (25 kGy) y UV / 20 minutos), y muertas por calor (121°C / 15
minutos y 60°C / 30 minutos), a una MOI de 10:1 y durante 120 horas. Los resultados se muestran como el
porcentaje de viabilidad respecto al control (células no infectadas). Cada columna representa el promedio +
desviacion estandar de los triplicados de los cultivos de tres experimentos independientes.

Figura 5. Induccién de produccion de citocinas IL-8 (A) e IL-6 (B) en la linea tumoral T24. La linea T24 se infectd
con las micobacterias tanto vivas como muertas (con diferentes tratamientos de irradiacion o calor), a una MOI de
10:1 y durante 72 horas. Se comparan los resultados con células sin infectar (control). Cada columna representa el
promedio + desviacion estandar de los triplicados de los cultivos de tres experimentos independientes. & p <0,05 vs
BCG vivo.

Figura 6. Efecto sinérgico en la inhibiciéon tumoral entre las micobacterias y mitomicina C (MMC). Se muestra el
resultado en la linea J82. Se infectd con las micobacterias tanto vivas como muertas (por calor, 121°C / 15 minutos,
o irradiadas a 25 KGy), a una MOI de 10:1 y durante 24 horas. Los resultados con M. brumae fueron similares a los
observados en BCG. Los resultados se muestran como el porcentaje de viabilidad respecto al control (células no
infectadas). Cada columna representa el promedio + desviacion estandar de los triplicados de los cultivos de tres
experimentos independientes.

Figura 7. Produccion de citocinas en PBMC estimuladas con las diferentes micobacterias vivas o muertas por
irradiacion. Se muestra la produccion de IL-10 (A), TNF (B), IL-12 (C) e IFN (D). Los resultados estan expresados
como el promedio + desviacion estandar de los triplicados de los cultivos de tres experimentos independientes. * p
<0,05 vs control.

Figura 8. Actividad citotoxica inducida por las PBMCs estimuladas con las micobacterias. En el grafico superior (A)
se muestra la actividad citotdxica de las PBMCs estimuladas con las micobacterias, mientras que en el grafico
inferior (B) se muestra la actividad citotdxica de los factores solubles presentes en los sobrenadantes.

Los resultados estan expresados como el promedio + desviacion estandar de los triplicados de los cultivos de tres
experimentos independientes. * p <0,05 vs control (PBMC sin infectar).

Figura 9. Expresién de marcadores CD80 (A), CD86 (B) y CD40 (C) de activacion de macrofagos en la linea J774.
La infeccidn se realiz6 con las micobacterias vivas y muertas por calor (121°C) e irradiacion (25 kGy). Los resultados
estan expresados como el promedio de la intensidad de fluorescencia (Geo MFI) + desviacién estandar de los
triplicados de los cultivos de tres experimentos independientes. * p <0,05 vs control (células sin infectar).

Figura 10. Produccion de las citocinas IL-6 (A) e IL-12 (B) en macrofagos J774 infectados con las diferentes
micobacterias vivas o muertas (por calor o irradiacion). Los resultados estan expresados como el promedio +
desviacion estandar de los triplicados de los cultivos de tres experimentos independientes. * p <0,05 vs control
(células sin infectar).

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2391 108 Al

Figura 11. Produccion de citocinas y quimiocinas en el sobrenadante de cultivos de macrofagos procedentes de
médula 6sea de ratdn. Los datos se expresan en pg/ml. Los resultados estan expresados como el promedio +
desviacion estandar de los triplicados de los cultivos de dos experimentos independientes. * p <0,05 vs control & p
<0,05 vs BCG.

Figura 12. Inhibicién de la proliferacion tumoral de la linea de cancer de vejiga murina MB49 (A) e induccion de la
produccién de IL-6 (B) y KC (similar a la IL-8 humana) (C) en la linea MB49. La inhibicion de la proliferacion fue
similar entre M. brumae y BCG, siendo, igual que en las lineas humanas, tiempo-dependiente. M. brumae indujo
elevados niveles de IL-6 (aunque menores que BCG) y de KC (similares a BCG). Los resultados estan expresados
como el promedio + desviacion estandar de los triplicados de los cultivos de dos experimentos independientes. * p
<0,05 vs control. & p <0,05 vs BCG.

Figura 13. Actividad citotoxica inducida por los macréfagos derivados de médula 6sea estimulados con las
micobacterias. En la parte izquierda del grafico se muestra la actividad citotdxica de los macréfagos estimulados con
las micobacterias, mientras que en la parte derecha del grafico se muestra la actividad citotoxica de los factores
solubles presentes en los sobrenadantes de los cultivos. En ambos casos tanto M. brumae como BCG presentan
actividad antitumoral. Los resultados estan expresados como el promedio + desviacion estandar de los triplicados de
los cultivos de tres experimentos independientes. * p <0,05 vs control (BMM sin infectar). & p <0,05 vs BCG.

Figura 14. Supervivencia de las bacterias en macréfagos murinos (linea J774). Mycobacterium brumae es eliminado
del macrofago tras 96 horas de cultivo, mientras que BCG sobrevive en el macréfago. Los resultados se expresan
como unidades formadoras de colonias (CFU) en cada pocillo de cultivo, y corresponden a la media + desviacion
estandar de tres pocillos. El grafico corresponde a los resultados de un experimento representativo tres
experimentos independientes realizados.

Figura 15. Supervivencia de las bacterias en la linea tumoral T24. A diferencia de BCG y del resto de bacterias
estudiadas, M. brumae y la variante colonial lisa de M. vaccae no son viables dentro de las células tumorales a las
24 horas post-infeccion. La variante colonial rugosa de M. vaccae disminuye su concentracidon progresivamente
hasta desaparecer a las 72 horas de incubacién del cultivo. Los resultados se expresan como unidades formadoras
de colonias (CFU) en cada pocillo de cultivo, y corresponden a la media + desviacion estandar de tres experimentos
independientes.

Figura 16. Ensayos con micobacterias diferentes a M. brumae. Ensayos comparativos.

Se muestra la inhibicién de la proliferacion de las lineas tumorales T24 (grado 3 de diferenciacién), RT112 y 5637
(grado 2) y SW780 (grado 1) tras infectar con las diferentes micobacterias. La infeccidon se realizé con las
micobacterias vivas a una MOI de 10:1 y durante 72 horas. Se expresan los resultados como porcentaje de
supervivencia relativo a las células control (no infectadas). Cada columna representa el promedio + desviacion
estandar de los triplicados de los cultivos de como minimo tres experimentos independientes realizados. Los
resultados se explican el Ejemplo 18.

Descripcion detallada de la invenciéon

En la presente invencién se selecciond M. brumae (ATCC 51384) a partir un grupo de varias micobacterias
estudiadas. M. brumae es una micobacteria ambiental, no patdgena, con una capacidad antitumoral similar a la de
BCG. En el caso de la actividad antitumoral directa, M. brumae inhibe las células tumorales de grado 3 de
diferenciacion a niveles similares a BCG o M. phlei, pero presenta una mayor actividad antitumoral que BCG y M.
phlei en las lineas de grado 1 y 2 (un incremento de inhibicidn tumoral entre un 10-20% respecto a BCG). La
actividad antitumoral directa se mantiene cuando la micobacteria se utiliza muerta.

En cuanto a la actividad antitumoral indirecta, en el caso de produccion de citocinas en las lineas tumorales, de entre
todas las micobacterias estudiadas M. brumae es la que produce mayores niveles de IL-6 e IL-8 después de BCG,
en general con mucha diferencia respecto al resto de micobacterias. La produccién de citocinas disminuye cuando
las micobacterias se utilizan muertas, hecho que también se observa tanto para M. brumae como para el resto de
micobacterias, incluida BCG.

Al igual que BCG, M. brumae presenta una actividad antitumoral sinérgica con mitomicina C. En la presente
invencion, utilizando tres sistemas diferentes: sangre periférica humana, la linea de macréfago murina J774 y
macréfagos murinos procedentes de médula dsea, se demuestra que M. brumae estimula la respuesta inmune
induciendo la produccion de citocinas proinflamatorias.

En el caso de células humanas los niveles de citocinas inducidos (TNF y IL-12) son similares a los inducidos por
BCG, pero mayores a los inducidos por M. phlei (tanto TNF y IL-12 como IFN). En los experimentos de macréfagos
derivados de médula 6sea M. brumae induce una mayor produccion que BCG de IL-12, IL-6, RANTES e IP-10, y
menor de IL-10. En macréfagos murinos se demuestra que M. brumae induce la expresion de marcadores de
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activacion de la misma forma que BCG e incluso incrementando la expresion de CD40 respecto a lo observado con
BCG.

Ademas, en dos tipos de experimentos distintos, utilizando células de sangre periférica humana y macréfagos
murinos de médula ésea, se observa que M. brumae activa una actividad citotdxica frente a las células tumorales, al
igual que lo hace BCG. En células humanas se observa que esta actividad inducida por la micobacteria se mantiene
cuando la micobacteria se utiliza muerta.

Por otro lado, tal y como se ha explicado anteriormente, M. brumae no es patégeno. A diferencia de BCG, M.
brumae no sobrevive ni en macrofago ni en las células tumorales, y no se ha descrito en la bibliografia ningun caso
de infeccién en humanos o animales causado por M. brumae.

Cabe destacar, finalmente, que M. brumae es una micobacteria de crecimiento rapido (Luquin, M., et al 1993). In
vitro crece 4 veces mas rapido que BCG, y en medios de cultivo mas econémicos, de forma que la produccion de M.
brumae a gran escala seria mas rapida y barata que la de BCG. Ademés, el hecho de que M. brumae sea una
micobacteria de nivel de bioseguridad 1, hace que su proceso de obtencién sea menos complejo en comparacion
con BCG.

Por lo tanto, se puede concluir que en la presente invencién se ha identificado una micobacteria ambiental, no
patégena, capaz de inhibir la proliferacién de células tumorales de cancer de vejiga, mejorando incluso la actividad
que presenta BCG sin presentar efectos secundarios adversos (dado que M. brumae no es patégena, no tendria
asociados algunos de los efectos secundarios que presenta BCG).

Ademas, esta micobacteria promueve una actividad citotoxica en el sistema inmune frente a las células tumorales.
Asi, M. brumae, al tratarse de una micobacteria inocua para el hombre, es una alternativa mejorada a BCG, en la
terapia antineoplasica.

En el analisis estadistico de los resultados, se utilizé el test T-student para comparar las diferencias entre los valores
de inhibicién del crecimiento de los diferentes cultivos celulares tras ser infectados con las bacterias, para comparar
las diferencias entre los niveles de citocinas inducidas por cada bacteria en los diferentes cultivos. También se utilizd
la T-student para comparar las diferencias entre los niveles de expresion de los marcadores de superficie de los
macrdéfagos. Las diferencias se consideraron significativas cuando p era < 0.05.

Los ejemplos que se exponen a continuacion tienen el objetivo de ilustrar la invencién arriba descrita sin limitar el
alcance de la misma.

EJEMPLOS
Ejemplo 1. Cultivo y origen de los microorganismos.

Se escogieron 7 micobacterias ambientales de crecimiento rapido, para ser comparadas con BCG utilizado como
control positivo, y con otras dos bacterias, una grampositiva y otra gramnegativa, utilizadas como control negativo.

Dichos microorganismos fueron: Mycobacterium bovis BCG Connaught (ATCC 35745) adquirido de Aventis Pasteur
Laboratories (ImmuCyst). Mycobacterium confluentis (ATCC 49920) y Mycobacterium hiberneae (ATCC 49874)
obtenidos de la German Collection of Microorganisms and Cell Cultures. M. brumae, Mycobacterium gastri (ATCC
15754), Mycobacterium mageritense (ATTC 700351), Mycobacterium phlei (ATCC 11758), Mycobacterium vaccae
(ATCC 15483) (que presenta una morfologia colonial lisa), una variante de morfologia colonial rugosa de M. vaccae
obtenida en nuestro laboratorio, Escherichia coli (ATCC 10536) y Enterococcus faecalis (ATCC 19433) (los 2 ultimos
utilizados como controles negativos) obtenidos de la coleccion de cepas de nuestro laboratorio (Laboratorio de
Micobacteriologia, Universitat Autdnoma de Barcelona (UAB), Barcelona, Spain). Las micobacterias se hicieron
crecer en medio de cultivo sélido agar Middlebrook 7H10 (Difco Laboratories, Surrey, UK) suplementado con 10%
del medio de enriquecimiento oleico-albumina-dextrosa-catalasa (OADC) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) a
37°C. BCG, M. hiberniae y M. gastri crecieron durante 2 semanas y M. brumae, M. confluentis y M. mageritensis
durante una semana. M. vaccae, E. coli y E. faecalis se hicieron crecer en medio de cultivo sélido de agar de triptona
de soja (TSA; Scharlau Chemie, Barcelona, Spain) a 37°C durante 7, 1 y 1 dia, respectivamente.

Ejemplo 2. Cultivo de las lineas celulares.

Las lineas tumorales humanas de carcinoma transicional T24, J82, RT112, RT4 y SW780, que representan grados
histopatoldgicos de tumor 3, 3, 2, 1 y 1, respectivamente, fueron suministradas por el Banco de Lineas Celulares de
Cancer del Parc de Recerca Biomedica de Barcelona (PRBB) (como parte del proyecto de investigacion Red
Tematica de Investigacion Cooperativa en Cancer (RTICC) financiado por el Ministerio de Sanidad, C03/010). Las
monocapas celulares se mantuvieron en medio Dulbecco’s Modified Eagle’s (DMEM) / Ham'’s F-12 nutrient mixture
(Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) completo, es decir, suplementado con 10% de suero bovino fetal (SBF)
(Lonza, Basel, Switzerland), conteniendo 100 U/ml penicilina G (Lab ERN, S.A., Barcelona, Spain) y 100 pg/ml
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estreptomicina (Lab Reig Jofre, S.A., Barcelona, Spain) (medio completo), a 37°C en una atmoésfera humidificada
con 5% de COa.

La linea celular de cancer de vejiga de raton MB49 fue cedida amablemente por el Dr. Thomas Toétterman
(Laboratorio Rudbeck del Departamento de Inmunologia, Genética y Patologia de la Universidad de Uppsala,
Suecia). Los cultivos celulares de esta linea se mantuvieron en medio RPMI 1640 (Invitrogen, Paisley, Reino Unido)
completo. La linea celular de macréfagos de raton J774 fue cedida amablemente por el Dr. Carlos Martin
(Laboratorio de Genética Molecular de Micobacterias de la Universidad de Zaragoza, Zaragoza, Espafa). Los
cultivos celulares se mantuvieron en medio de cultivo DMEM (Gibco, Invitrogen) completo.

Ejemplo 3. Obtencidn y cultivo de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de humano.

Las muestras de sangre procedieron de individuos sanos negativos para la prueba cutdnea de la tuberculosis. Todos
los donantes fueron informados y dieron su consentimiento firmado para este estudio.

Las PBMC se aislaron a partir de las muestras de sangre heparinizada mediante gradiente de densidad de Ficoll-
Hypaque (LymphoprepTM, Comercial Rafer, Zaragoza, Spain) (Béyum, 1968). Las células se contaron con azul de
tripano y se guardaron a -80°C hasta el momento de su utilizaciéon o se cultivaron en placas de 6 pocillos (Nunc) a
una concentracion de 4 x 106 células / pocillo en medio completo RPMI 1640 sin antibidticos, a 37°C y en una
atmosfera humeda con 5% CO..

Ejemplo 4. Obtencidn y cultivo de macréfagos derivados de medula 6sea (BMM) de ratoén.

Se utilizaron ratones de 10-12 semanas de vida de la cepa C57BL/6 wild type (WT) y deficientes para los receptores
TLR2, TLR4 o MyD88 con un background C57BL/6. Las parejas reproductoras de los ratones TLR-deficientes se
obtuvieron del Instituto Karolinska (Sweden) con el permiso del Dr. S. Akira (Universidad de Osaka, Japon), y se
mantuvieron en el estabulario de los laboratorios Arrhenius de la Universidad de Estocolmo (Suecia). Todos los
experimentos se realizaron de acuerdo con la Guia Etica de la Universidad de Estocolmo. Los BMM se obtuvieron
como previamente se ha descrito (Racoosin et al., 1989; Rothfuchs et al., 2001). Brevemente, después del sacrificio
del animal, se obtuvieron los fémures y tibias de las patas posteriores del animal. Se lavaron las cavidades de la
medula ésea con medio RPMI 1640 con 20% de HEPES. Las células obtenidas se lavaron y se cultivaron en placas
con medio RPMI 1640 completo al que se afadié 20% de medio condicionado de la linea celular L929 (fuente de
factor estimulante de colonias de macrofago (M-CSF)). Los cultivos se incubaron durante 7 dias a 37°C y 5% de
CO3, con reemplazamiento del medio cada dos dias. Antes de ser utilizadas, se lavaron para retirar las células no
adherentes y se mantuvieron en medio de cultivo RPMI 1640 completo durante 24 horas.

Ejemplo 5. Preparacion de las suspensiones bacterianas.

Para los experimentos de infeccion, se recogieron las bacterias de la superficie de las placas de cultivo y se realizo
una suspension en tampoén fosfato salino (PBS) estéril con bolitas de cristal para disgregar las agrupaciones
bacterianas. Posteriormente, se dejaron reposar los tubos entre 20-30 minutos con el fin de que precipitaran los
agregados mas pequefios que pudieran quedar (Schulze-Rdébbecke et al., 1992). Una vez sedimentados, se
transfirio el sobrenadante a otro tubo y se diluyé en PBS hasta obtener una concentracién equivalente a una turbidez
correspondiente a un McFarland 1. Después de centrifugar a 2000 x g durante 10 minutos, el pellet bacteriano se
diluyé en medio completo sin antibidticos y, posteriormente, se sometié a tres pulsos (45 W) consecutivos de 30
segundos en un bafio de agua ultrasénico (Bandelin Electronic, model Sonorex Super RK52H, Berlin, Alemania)
para asi obtener predominantemente una suspension celular de bacterias individuales (Stokes RW, et al., 2004). Se
realizaron diluciones seriadas en PBS de suspensiones bacterianas representativas, y se sembraron en placas de
medio de cultivo sélido (Middlebrook 7H10 o TSA). Tras 1-4 semanas de incubacion, dependiendo de la bacteria, se
contaron las unidades formadoras de colonias (CFU).

Ejemplo 6. Tratamiento de las suspensiones bacterianas.

Suspensiones bacterianas en PBS a una turbidez correspondiente a un McFarland 1, fueron sometidas a diferentes
tratamientos de calor y radiacién. Los tratamientos de calor consistieron en 121°C durante 15 minutos en autoclave,
80°C durante 30 minutos y 60°C durante 30 minutos en bafio humedo. Los tratamientos de radiacion
correspondieron a la exposicion con luz UV o radiacion gamma. Siguiendo el protocolo de Shin et al., 2008, y tras
medir la intensidad de la luz UV disponible en la cabina de bioseguridad de nuestro laboratorio, las suspensiones
bacterianas se expusieron a luz UV durante 20 minutos (85 mJ/cmZ/s). La exposicion a radiacion gamma de las
suspensiones bacterianas se realizé en una empresa externa (Aragogamma, S.A., Barcelona, Espafia), donde se
sometieron a dosis de 5, 15 y 25 KGy, las cuales fueron escogidas segun lo descrito en la bibliografia (Garcia et al.,
1987; Gulle et al., 1995).
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Ejemplo 7. Infeccion de los cultivos celulares con las suspensiones bacterianas.

Para los experimentos de infeccion de las lineas tumorales, se depositaron 3 x 10* células por triplicado en placas de
cultivo celular de 96 pocillos (Nunc, Roskilde, Dinamarca) en el caso de las lineas humanas (T24, J82, RT112, RT4 y
SW780), y de 48 pocillos (Costar, Corning, NY, EEUU) en el caso de las murinas (MB49). Tras 3 horas de
incubacion, a 37°C en una atmésfera del 5% de CO,, las células tumorales humanas fueron infectadas con cada
bacteria a una multiplicidad de infeccion (MOI) de 0,5:1; 2,5:1; 12,5:1 y 62,5:1 (bacteria : célula), mientras que las
células tumorales de raton fueron infectadas a una MOI de 10:1 después de 24 horas de incubacién. Se incubaron a
37°C en una atmoésfera humidificada del 5% de CO; y tras las 3 horas de infeccidn, las bacterias extracelulares se
eliminaron con 3 lavados de cada pocillo con PBS tibio. Posteriormente se afiadié a cada pocillo medio de cultivo
completo (con antibiético) y se dejaron incubar a 37°C en una atmdésfera hiumeda del 5% de CO..

Los efectos de la infeccidon por parte de las diferentes bacterias en las células tumorales se monitorizaron después
de 24, 48 y 72 horas para las lineas celulares T24, RT112, RT4, SW780 y MB49; o después de 24, 72 y 120 horas
para la linea celular J82.

Los macréfagos J774 se depositaron en placas de cultivo de 6 pocillos (Nunc) a una concentracion de 5 x 105
macrofagos / pocillo. A las 24 horas de cultivo se infectaron a una MOI de 1:1 para BCG y de 10:1 para el resto de
micobacterias. Los pasos siguientes fueron los mismos que en el caso de las lineas tumorales. Los efectos de la
infeccion se monitorizaron después de 24 horas. Las PBMC fueron cultivadas en placas de 6 pocillos (Nunc). 4 x 10°
células/pocillos fueron infectadas con una MOI de 0,1:1 para BCG y de 1:1 para el resto de micobacterias, y se
incubaron con medio de cultivo completo sin antibiéticos durante 7 dias a 37°C en una atmdsfera humeda del 5% de
COs.

Los BMM se deé)ositaron por triplicado en placas de cultivo de 48 pocillos (Costar). En el momento de la infeccion se
partié de 1 x 10° macroéfagos diferenciados y se utilizé una MOI de 10:1. Los pasos siguientes fueron los mismos que
en el caso de las lineas tumorales. Los efectos de la infeccion se monitorizaron después de 24 horas.

Para los cultivos de BMM se utilizaron los siguientes compuestos durante 24 horas, como controles positivos:
Pam3Cys-Ser-(Lys)4 trihydrochloride (Pam3) (Enzo Life Sciences, Lausen, Suiza) a 1 pg/ml, como agonista del
TLR2; LPS de E. coli (Sigma) a 10 pg/ml, como agonista del TLR4; e Interi&dn gamma (IFN - gamma) (Mabtech,
Nacka Strand, Suecia) a 20 ng/ml, como control de viabilidad celular general dado que el tipo de estimulacion es
independiente de los TLR.

En todos los experimentos se realizaron, en paralelo a las infecciones, cultivos de células tumorales sin infectar
como control.

Cada una de las infecciones se realizo por triplicado en cada experimento y los experimentos fueron repetidos como
minimo 3 veces.

Ejemplo 8. Reactivos para el estudio del efecto sinérgico de las micobacterias con un agente quimioterapico.

Para el estudio del efecto sinérgico de las micobacterias con un agente quimioterapico, las células tumorales
humanas, infectadas y no infectadas, se cultivaron junto con la mitomicina C (Sigma, St. Louis, MO, EEUU) a una
concentracion de 10 yg/ml en la linea T24 y de 1 ug/ml en las lineas J82 y RT4, durante 48 horas.

Ejemplo 9. Ensayo de viabilidad celular.

La viabilidad celular fue analizada mediante el método 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide
(MTT) (Mosmann, 1983). A diferentes tiempos después de la infeccion, segun la linea tumoral estudiada, tal y como
se ha especificado anteriormente, se recogieron los sobrenadantes y se afadié a cada pocillo medio de cultivo
completo con un 10% de MTT (Sigma) a una concentracion de 5 mg/ml y se incub6 durante 3 horas a 37°C en una
atmosfera del 5% de CO,. Posteriormente, los cristales de formazan formados se disolvieron con isopropanol acidico
y se determind la absorbancia de cada pocillo a 550 nm (Infinite 200 PRO, Tecan, Mannerdorf, Suiza).

Ejemplo 10. Analisis de citocinas.

Se recogieron los sobrenadantes de los cultivos a diferentes tiempos después de la infeccion, segun la linea tumoral
estudiada tal y como se ha especificado anteriormente. Se centrifugaron a 1000 x g durante 10 minutos, y se
guardaron a -40°C hasta ser utilizados. Los niveles de las diferentes citocinas presentes en los sobrenadantes de los
cultivos se determinaron mediante un enzimo-inmunoensayo (ELISA) comercial de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. En las lineas tumorales humanas se utilizaron los tests de interleuquina (IL-) 6 y IL-8 (Becton Dickinson
(BD, Pharmingen, San Diego, CA, EEUU), y de Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-alfa) (Mabtech). En las PBMC se
utilizaron los tests de IL-6, IL-8 y Interferon gamma (IFN-gamma) (BD), de TNF-alfa, IL10 y IL-12 (total) (Mabtech).
En la linea tumoral de ratén se utilizaron los tests de TNF-alfa, IL-6 y keratinocyte Chemoattractant (KC) (R&D
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Systems, Minneapolis, MN, USA). En las células J774 se utilizaron los tests de IL10 y IL-12 (total) (Mabtech), de IL-6
y TNF-alfa (BD). En los BMM se utilizaron los tests de KC, Regulated upon Activation, Normal T-cell Expressed, and
Secreted (RANTES), Interferon gammainduced Protein 10 (IP-10) y TNF-alfa (R&D Systems), de IL-10 y IL-12 (total)
(Mabtech). Los resultados de absorbancia obtenidos fueron transformados en concentracion de cada una de las
citocinas tras ser comparadas con la recta patrén, suministrada por el fabricante, incluida en cada placa (Costar).
Los datos se expresaron como la media de los duplicados realizados de cada uno de los pocillos triplicados de los
experimentos.

Ejemplo 11. Viabilidad de las micobacterias en los cultivos infectados.

Con el fin de determinar la viabilidad intracelular de las micobacterias tras la infeccién, se realizaron cultivos con la
linea celular T24 que se sacrificaron a diferentes tiempos post-infeccion (3, 24, 48 y 72 horas). Tras recoger el medio
de cultivo de los pocillos, se afiadié 400l/pocillo de 0,1% Triton X -100 (Sigma) en PBS y se incub6 durante 15
minutos a 37°C. Se realizaron diluciones seriadas, se sembraron en placas de cultivo para bacterias, y se incubaron
a la temperatura correspondiente durante 1-2 semanas. Transcurrido este tiempo se contaron las unidades
formadoras de colonias (cfu) obtenidas (Dobos et al., 2000).

Ejemplo 12. Deteccion de los marcadores de superficie de los macréfagos J774 activados.

Para el estudio de los marcadores de activacion de la superficie de las células J774, éstas se recuperaron del pocillo
y se incubaron con el anticuerpo anti-raton CD32/CD16 (receptor Fgll/lll). Después de 15 minutos se afiadio el
anticuerpo anti-ratén correspondiente diluido en PBS. Los anticuerpos utilizados fueron IA° (MHC 1), CD40, CD80
(B7.1), CD86 (B7.2) y sus correspondientes controles de isotipo. Todos los anticuerpos se obtuvieron de Becton-
Dickinson. La incubacion se realiz6 en hielo durante 30 minutos. Finalmente se lavaron y se resuspendioren en PBS
para ser analizadas por el citdmetro de flujo FACSCalibur utilizando el software CellQuestPro (Becton Dickinson,
Heidelberg, Alemania). Los macréfagos J774 fueron estimulados con Lipopolysaccharide (LPS) de E. coli (Sigma) a
10 ug/ml durante 24 horas, utilizado como control positivo.

Ejemplo 13. Citotoxicidad de las PBMC y los BMM activados.

Las PBMC se infectaron con las diferentes micobacterias a una MOI de 0,1:1 para BCG y de 1:1 para el resto de
bacterias, y los BMM a una MOI de 1:1, durante 7 dias y 24 horas, respectivamente. Posteriormente, las PBMC
activadas se cultivaron con la linea tumoral T24 y los BMM activados con la linea tumoral MB49, a una proporcion de
20:1 (célula efectora : célula tumoral) durante 48 y 24 horas, respectivamente.

Con el fin de analizar la capacidad citotoxica de factores solubles procedentes del medio de cultivo de las células
efectoras activadas, se recogio el sobrenadante a las 24 horas post-infeccion, se centrifugd a 1000 x g durante 10
minutos, y se utilizé como medio de cultivo para las lineas tumorales correspondientes durante 48 horas.

Después de los tiempos de cultivo necesarios se recogieron las células tumorales de cada pocillo y se procedio al
analisis de la viabilidad celular mediante el ensayo MTT en el caso de las células T24, y mediante el recuento
microscopico mediante la tincion celular con azul de tripano en el caso de las células MB49.

RESULTADOS
Ejemplo 14. Micobacterias de estudio.

Tras seleccionar un grupo de 8 micobacterias de entre las mas de 120 especies descritas hasta el momento, se
estudio su capacidad antitumoral directa en lineas tumorales de cancer de vejiga, asi como su capacidad de activar
la respuesta inmune, clave para la actividad antitumoral indirecta.

Entre las micobacterias estudiadas se hallaba M. brumae. Actualmente se encuentra en fase Il de estudio el uso de
un extracto celular de otra micobacteria, Mycobacterium phlei, para el tratamiento del cancer de vejiga superficial no
invasivo. Por ello, M. phlei se incluy6 en el estudio aunque no se puede considerar una micobacteria no patégena ya
que se han descrito casos de infeccién en humanos. Tras una primera seleccion, en la mayoria de experimentos
posteriores se estudiaron en paralelo junto con M. brumae, BCG y M. phlei, M. vaccae y M. gastri como controles. M.
gastri fue una de las micobacterias que no mostraron ningun efecto antitumoral en los primeros experimentos asi
que se escogié como control para el resto de experimentos.

Ejemplo 15. Respuesta antitumoral directa.

Solo algunas micobacterias no patégenas son capaces de inhibir el crecimiento de las células de cancer de vejiga.
Se trabajé con cultivos de lineas tumorales de grado de diferenciacion 1 (RT4 y SW780), grado 2 (RT112) y grado 3
(T24 y J82) pertenecientes todas ellas a carcinoma superficial de vejiga. Tras infectar con las diferentes
micobacterias, se observd que no todas producian el mismo efecto. Mientras la mayoria no ejercia ningun tipo de
actividad sobre las células tumorales, una de ellas, M. brumae, inhibia la proliferacién tumoral de manera similar a
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BCG en las lineas tumorales, consiguiendo valores de inhibiciéon entre un 30-40%, superando incluso la capacidad
antitumoral de BCG en las lineas de grado 1 y de grado 2 (RT4, SW780 y RT112) (Figuras 2 y 3). La inhibicion de la
proliferacion se analiz6 a diferentes tiempos y a diferentes MOI, observandose una actividad anti-proliferativa
tiempo- y MOI-dependiente.

M. brumae muerto mantuvo su capacidad de inhibicién de la proliferacion tumoral. Tal y como se ha explicado
anteriormente, el uso de BCG vivo en pacientes conlleva una posible infeccion por este microorganismo. Dada la
ventaja que podria suponer la terapia con bacilos no viables, se estudié la capacidad antitumoral directa de las
micobacterias muertas mediante diferentes tipos de tratamientos de calor o radiaciéon. El comportamiento es similar
al obtenido con las micobacterias vivas. M. brumae continda inhibiendo la proliferacién tumoral incluso muerto
(Figuras 3y 4).

Ademas, M. brumae indujo la produccién de citocinas en las lineas tumorales. Se analizd la induccidon de la
produccién de citocinas por parte de las micobacterias en las lineas tumorales infectadas, observandose una
relacion directa entre el aumento de la produccién de las citocinas y el tiempo de incubacidn, y entre la produccion
de citocinas y la concentracién de bacterias utilizada para infectar los cultivos. La produccion de citocinas vario
segun las bacterias utilizadas y las lineas celulares estudiadas.

De entre todas las micobacterias vivas, M. brumae indujo valores de IL-6 e IL-8 menores que BCG, (en el caso de la
linea T24 similares a BCG) (Figura 5) pero superiores al resto de micobacterias estudiadas.

Por otro lado comentar que se produjo un efecto sinérgico en la inhibicién de la proliferacion tumoral de las
micobacterias con mitomicina. Se infectaron las células tumorales con las diferentes micobacterias tratandose en
paralelo con el quimioterapéutico mitomicina C (habitualmente utilizado en el tratamiento de pacientes con cancer de
vejiga superficial no invasivo). Se observé un efecto sinérgico entre la micobacteria y el agente quimico en la
inhibicion de la proliferacion tumoral. El efecto sinérgico se pudo observar utilizando tanto las micobacterias vivas
como muertas (Figura 6).

Ejemplo 16. Respuesta antitumoral indirecta.

Se estudid la estimulacién del sistema inmune humano y actividad citotoxica frente a las células tumorales. Asi, con
el fin de comprobar su efecto inmunoestimulador se infectaron células de sangre periférica humanas (PBMC) con M.
brumae, BCG y M. gastri (como control negativo) tanto vivas como muertas por irradiacion, asi como con M. phlei
muerto por irradiacion. En los sobrenadantes de los cultivos se evalud la presencia de citocinas proinflamatorias
(TNF, IFN e IL-12) y antiinflamatorias (IL-10) (Figura 7).

M. brumae,’ tanto vivo como muerto por irradiacién, indujo la produccién de niveles similares de IL-10, TNF e IL-12
que BCG. Unicamente indujo niveles inferiores que BCG de IFN. En todos los casos la produccién de citocinas fue
superior a la inducida por M. gastri (Figura 7).

Comparando con la infeccién con M. phlei muerto por irradiacion, M. brumae indujo niveles superiores de TNF, IL-12
e IFN, las tres citocinas proinflamatorias estudiadas. En células humanas, M. phlei no indujo ni la produccion de IL-
12 ni de IFN, citocinas clave para la activacion de la respuesta antitumoral (Figura 7).

Se comprobd la actividad citotoxica frente a la linea tumoral T24 de las PMBC estimuladas con las diferentes
micobacterias. Se analizé tanto la actividad citotéxica de las células, poniendo en contacto las PBMCs con la linea
T24, como la actividad citotdéxica de factores solubles presentes en el sobrenadante de las PBMCs estimuladas,
poniendo el sobrenadante en contacto con la linea T24. Se observd que las PBMC estimuladas con M. brumae,
tanto vivo como muerto por irradiacion, tienen actividad citotoxica frente a la linea tumoral T24 humana, con valores
de citotoxicidad similares a los obtenidos con PBMCs estimuladas con BCG o M. phlei (en el caso de M. phlei s6lo
muerto por irradiacion, no se pudo utilizar vivo) (Figura 8).

Se demostré ademas que M. brumae inducia factores solubles, presentes en el sobrenadante de los cultivos de
PBMCs estimulados, con actividad citotéxica. Los valores de citotoxicidad fueron menores a los obtenidos por BCG
vivo pero iguales a los obtenidos con BCG muerto por irradiacion (Figura 8). M. phlei no indujo factores solubles en
los cultivos con actividad citotoxica.

Ademas se procedié al ensayo de la activacion de macréfagos murinos por medio de la expresion de marcadores de
activacion y produccion de citocinas. Asi, con el fin de estudiar con mas detalle la capacidad de activacion del
sistema inmune, se realizaron experimentos con la linea celular de macréfagos murinos J774, debido a la
incapacidad de realizar estos experimentos con sangre humana.

Asi, se estudio la capacidad de activar células presentadoras de antigeno. Se observéd que el nivel de expresion de
determinados marcadores superficiales asociados a activacion (CD80, CD86 y CD40) incrementaba tras ser
infectados los macrofagos con las micobacterias (Figura 9). Excepto en el caso de la expresion de CD86, que se
observo relativamente incrementada utilizando micobacterias muertas, para observar un incremento significativo de

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2391 108 Al

la expresion de marcadores de activacion fue necesario infectar los macrofagos con las micobacterias vivas. M.
brumae inducia una expresion mayor de CD40 que BCG, y similar a BCG en la induccién de la expresion de CD80 y
CD86 (Figura 9).

En los cultivos con la linea murina J774 también se pudo estudiar la produccion de citocinas tras ser infectadas con
las micobacterias. Asi, se observé que M. brumae induce la produccion de citocinas proinflamatorias (IL-12 e IL-6)
en los macrofagos infectados. Los niveles de produccion de citocinas inducidos por M. brumae vivo fueron similares
(IL-6) o menores (IL-12) a los inducidos por BCG (Figura 10). Cuando se infectaron los macrofagos con las
micobacterias muertas se indujeron niveles inferiores de produccién de citocinas en todos los casos (Figura 10).
Destacar que M. brumae, al igual que BCG, y tal y como se habia observado en los cultivos de sangre periférica
humana, induce la produccion de IL-12, clave en la inmunoterapia del cancer de vejiga (Zaharoff, 2009).

Por otro lado se estudié la activacion de macréfagos de médula 6sea de ratones mediante la induccién de
produccién de citocinas/quimiocinas y actividad citotdxica frente a células tumorales.

Asi, se estimularon de nuevo macrofagos pero, en este caso, procedentes de médula ésea de ratéon con M. brumae,
BCG y M. gastri. En el sobrenadante de los cultivos se evalué la induccion de la produccion de diferentes citocinas y
quimiocinas (Figura 11). Se observo en estos cultivos un incremento de la produccién de las citocinas IL-12 e IL-6 y
las quimiocinas RANTES e IP-10, en los sobrenadantes de células estimuladas con M. brumae respecto a las
células estimuladas con BCG. En todos los casos la produccion de citocinas inducida por M. brumae y BCG es
superior a la inducida por M. gastri, excepto en la produccion de IP-10, que BCG induce una menor produccion
comparado con el resto de micobacterias (Figura 11).

También se comprobd en células tumorales murinas la actividad citotoxica de los macrofagos estimulados con las
diferentes micobacterias. Para ello se utilizé la linea tumoral murina de cancer de vejiga MB49. Inicialmente se
comprobd que al igual que en las células tumorales humanas, BCG y M. brumae inhibian la proliferacién tumoral e
inducian la produccion de citocinas (Figura 12).

Finalmente se analiz6 la capacidad de inducir una actividad citotdxica frente a células tumorales. Al igual que se
observé en células humanas, los experimentos demostraron que tanto M. brumae como BCG activan las células del
sistema inmune induciendo una actividad citotoxica. Ademas se demostrd de nuevo que se induce la produccion de
factores solubles en el sobrenadante con también actividad citotoxica (Figura 13).

Ejemplo 17. Patogenicidad.

No se ha descrito ninguna infeccién causada por M. brumae ni en humanos ni en animales. En la presente invencion
se demuestra que M. brumae no sobrevive en macréfagos infectados in vitro, a diferencia de BCG que persiste en el
macroéfago a lo largo del tiempo (Figura 14). Ademas se comprobd la viabilidad de las micobacterias en el interior de
las células tumorales. Asi, se observé que M. brumae, junto con M. vaccae (variante lisa) dejan de ser viables dentro
de la linea tumoral T24 tras 24 horas de incubacion (Figura 15).

Ejemplo 18. Ensayos con micobacterias diferentes a M. brumae. Ensayos comparativos.

En este ejemplo se estudio la inhibicion de la proliferacion de las lineas tumorales T24 (grado 3 de diferenciacion),
RT112 y 5637 (grado 2) y SW780 (grado 1) tras infectar con las diferentes micobacterias. La infeccion se realizd con
las micobacterias vivas a una MOI de 10:1 y durante 72 horas. En la Figura 16 se expresan los resultados como
porcentaje de supervivencia relativo a las células control (no infectadas). Cada columna representa el promedio +
desviacion estandar de los triplicados de los cultivos de como minimo tres experimentos independientes realizados.

Se han estudiado las siguientes especies divulgadas en Yuksel et al., para las cuales dicha referencia no demuestra
su posible uso en el tratamiento del cancer de vejiga, tal y como se explica en el apartado del estado de la técnica.
Asi, las micobacterias utilizadas fueron Mycobacterium aichiense (CR-103), Mycobacterium aurum (ATCC 23366),
Mycobacterium brumae (ATCC 51384), Mycobacterium chitae (CIP 141160002), Mycobacterium chubuense (ATCC
27278), Mycobacterium gadium (ATCC 27726) y Mycobacterium obuense (ATCC 27023) obtenidas de la coleccion
de cepas de nuestro laboratorio (Laboratorio de Micobacteriologia, Universitat Autdbnoma de Barcelona (UAB),
Barcelona, Espafia). BCG, M. brumae, M. chitae y M. gadium se hicieron crecer en medio de cultivo sélido agar
Middlebrook 7H10 (Difco) suplementado con 10% de OADC a 37°C (excepto M. gadium que crecié a 30°C). M.
aichiense, M. aurum, M. chubuense y M. obuense crecieron en TSA a 30°C (excepto M. aichiense que crecié a
37°C).

En todos los experimentos realizados se observa un mayor efecto antitumoral de M. brumae frente al resto de
micobacterias estudiadas (excepto para BCG en la linea T24). En la linea de grado 1 (T24) M. brumae inhibe en un
34% la proliferacion de las células tumorales, mientras que BCG induce hasta un 40% de inhibicion. En el resto de
micobacterias la inhibicion se situa unicamente entre un 4 y 10%, excepto M. chitae que induce una inhibicién del
20%.
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En las lineas tumorales de grado 2 los patrones de inhibiciéon de las micobacterias son diferentes, pero en ambos
casos M. brumae induce el mayor indice de inhibicidn de la proliferacidn celular, con valores incluso superiores a los
inducidos por BCG. En el caso de la linea celular RT112, M. brumae inhibe en un 20% la proliferaciéon tumoral,
mientras que el resto de micobacterias estudiadas, incluida BCG, presenta valores entre el 1 y 8%. En la linea
tumoral 5637, M. brumae inhibe en un 51% la proliferaciéon tumoral. BCG y M. chitae inhiben la proliferacion con
valores del 36 y 40%, respectivamente, mientras que el resto de micobacterias presenta valores inferiores de
inhibicion de la proliferacion.

Finalmente, en la linea de grado 1 SW780, la inhibicion de M. brumae es entre un 15 y 20% superior a la inhibicion
de la proliferacion inducida por el resto de micobacterias (incluida BCG), alcanzando un valor del 36%.
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REIVINDICACIONES
Uso de la micobacteria Mycobacterium brumae para la elaboraciéon de un medicamento.

Uso de la micobacteria Mycobacterium brumae, segun la reivindicacion 1, para la elaboracién de un
medicamento destinado al tratamiento del cancer de vejiga.

Uso de la micobacteria Mycobacterium brumae, segun la reivindicacion 2, para la elaboracion de un
medicamento destinado al tratamiento del cancer de vejiga superficial no invasivo.

Uso de la micobacteria Mycobacterium brumae, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, para la
elaboracién de un medicamento destinado al tratamiento del cancer de vejiga en grado 1 y 2 de
diferenciacion.

Uso de la micobacteria Mycobacterium brumae, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en
combinacién con al menos un compuesto citostatico.

Uso de la micobacteria Mycobacterium brumae, segun la reivindicacion 5, donde el compuesto citostatico
es la mitomicina C.

Composicion farmacéutica que comprende la micobacteria Mycobacterium brumae y excipientes
farmacéuticamente aceptables.

Composicion farmacéutica, segun la reivindicacion 7, que comprende la micobacteria Mycobacterium
brumae en combinacién con al menos un compuesto citostatico y excipientes farmacéuticamente
aceptables.

Composicion farmacéutica, segun la reivindicacion 8, donde el compuesto citostatico es mitomicina C.
Composicion farmacéutica, segun la reivindicacion 7, caracterizada porque los excipientes
farmacéuticamente aceptables se seleccionan del grupo que comprende: agua, solucién salina, sacarosa,
manosa, trealosa, glutamato sddico, glicerol y polimeros no-iénicos e i6nicos, o0 combinaciones de los
mismos.

Composicion farmacéutica, segun las reivindicaciones 7 a 10, caracterizada porque se administra por via
intranasal, via intradérmica, via oral, via vaginal o a través del tracto urinario.
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FIGURA 7 (cont.)
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FIGURA 8
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FIGURA 9 (cont.)
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FIGURA 10
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FIGURA 11
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FIGURA 16
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Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 5,6,8,9,11 SI
Reivindicaciones 1-4, 7,10 NO

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones SI
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Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

La presente opinidn se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA N° de solicitud: 201231202

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Namero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion

D01 YUKSEL Z. S. et al. J Mol Microbiol Biotechnol. Vol. 20 (1), 19.02.2011
paginas 24-28

D02 MATSUSHIMA M. et al. Oncology Letters. Vol. 2, paginas 2011
13-19

D03 SOLOWAY M. S. et al. The Journal of Urology. Vol. 167, paginas 04.2002
1573-1583

D04 RINTALA E. et al. The Journal of Urology. Vol. 154, paginas 12.1995
2050-2053

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La presente invencion tiene por objeto el uso de Mycobacterium brumae para la elaboracion de un medicamento destinado
al tratamiento del cancer de vejiga (reivindicaciones 1 y 2) y, mas concretamente, al tratamiento del cancer de vejiga
superficial no invasivo (reivindicacion 3) en grado 1 y 2 de diferenciacion (reivindicacion 4) pudiendo combinarse tal
tratamiento con un citostatico (reivindicaciones 5 y 6). También tiene por objeto la composicién farmacéutica que comprende
la micobacteria Mycobacterium brumae sola o en combinacion con un citostéatico (reivindicaciones 7 a 11).

D01 expone que la administracion intravesical del bacillus de Calmette-Guérin es ampliamente utilizado en el tratamiento del
carcinoma superficial de vejiga.

D02 explica que la terapia intravesical con el bacillus de Calmette-Guérin (BCG) es muy Uutil en el tratamiento y/o profilaxis
del cancer de vejiga no musculo-invasivo.

D03 revisa la informacion existente en relacion al carcinoma de vejiga de estadio T1 que afecta a la lamina propia y esta
asociado con una elevada recurrencia.

D04 tiene como objetivo comprobar si alternar quimioterapia e inmunoterapia mejora la eficacia y reduce la toxicidad en
pacientes con carcinoma de vejiga.

NOVEDAD

D01 expone que la administracion intravesical del bacillus de Calmette-Guérin es ampliamente utilizado en el tratamiento del
carcinoma superficial de vejiga aunque, debido a su patogenicidad y efectos secundarios, se estan investigando otras
alternativas entre 88 variedades de micobacterias. De ellas, se seleccionaron 12 para el tratamiento de tumores
superficiales de vejiga una de las cuales es Mycobacterium brumae.

En consecuencia, las caracteristicas de las reivindicaciones 1-4, 7 y 10 ya son conocidas por lo que esas reivindicaciones
no se pueden considerar nuevas a la vista del estado de la técnica ni, por tanto, presentan actividad inventiva.

ACTIVIDAD INVENTIVA

D02 explica que la terapia intravesical con el bacillus de Calmette-Guérin (BCG) es muy util en el tratamiento y/o profilaxis
del cancer de vejiga no musculo-invasivo aunque, debido al elevado nimero de tumores recurrentes, se estan explorando
otras posibilidades. Asi, examina el efecto antitumoral de la administracion intravesical combinada y simultanea de BCG con
mitomicina C (MMC) dando como resultado un efecto antitumoral mayor que BCG solo y con dosis muy inferiores.

D03 revisa la informacion existente en relacion al carcinoma de vejiga de estadio T1 que afecta a la lamina propia y esta
asociado con una elevada recurrencia. El tratamiento inicial consiste en una completa reseccién transuretral y posterior
administracion intravesical de BCG. La administracién inmediata de mitomicina C disminuye el riesgo de recurrencia.
También la reseccion completa seguida de la administracion inmediata de mitomicina C primero y de BCG después durante
6 semanas da como resultado una baja recurrencia y progresion.

D04 tiene como objetivo comprobar si alternar quimioterapia e inmunoterapia mejora la eficacia y reduce la toxicidad en
pacientes con carcinoma de vejiga. Para ello 40 pacientes fueron tratados con mitomicina C y 28 con mitomicina C y BCG
de forma alterna. Se concluyd que la terapia combinada es mas efectiva que el tratamiento con mitomicina C solo vy,
comparado con la monoterapia con BCG, presenta menos efectos secundarios.
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OPINION ESCRITA N° de solicitud: 201231202

Asi pues, es sobradamente conocido en el estado de la técnica el uso combinado de Mycobacterium junto con mitomicina C
en el tratamiento del cancer de vejiga superficial no invasivo y, por tanto, las reivindicaciones 5,6,8,9,11 no presentan
actividad inventiva.
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