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DESCRIPCION
Composicion probiotica para uso en el tratamiento de la inflamacién del intestino

Esta solicitud reivindica el beneficio de la solicitud provisional de Estados Unidos 61/299,116 y de la solicitud de
patente europea EP10151998, ambas presentadas el 28 de enero de 2010, las cuales se incorporan aqui como
referencia.

La presente invencion se refiere a los campos de la medicina, la microbiologia y la nutricién y, particularmente, a una
nueva composicion probidtica. Particularmente, se han aislado nuevas cepas de Lactobacillus plantarum y de
Pediococcus acidilactici y combinado en una formulacién util en el tratamiento de enfermedades gastrointestinales,
tales como la inflamacion del intestino (p.ej., la enfermedad inflamatoria intestinal) y el sindrome del intestino
irritable.

ESTADO DE LA TECNICA

La colitis ulcerosa (CU), la reservoritis (“Pouchitis”), y la enfermedad de Crohn son ejemplos de enfermedades
inflamatorias intestinales (Ell, en inglés “inflammatory bowel disease”, IBD) que se caracterizan por la inflamacion
cronica en el intestino. Los sintomas clinicos son la diarrea, el dolor abdominal, el sangrado rectal ocasional, la
pérdida de peso, el cansancio y algunas veces fiebre. Aunque ocurren a cualquier edad, la Ell es mas comun en
adolescentes y adultos jovenes, que consecuentemente pueden sufrir retraso en el desarrollo y en el crecimiento. La
frecuencia de la enfermedad es similar a la diabetes tipo 1 en Europa y los Estados Unidos. El curso clinico de la Ell
varia considerablemente. Los pacientes con sintomas leves o moderados pueden tratarse sin necesidad de
hospitalizacion. Sin embargo, el 10-15% de los pacientes experimentan una evolucién grave de la enfermedad, que
en muchos casos requiere de cirugia.

La Ell se trata médicamente mediante la reduccion de la inflamaciéon y por lo tanto controlando los sintomas
gastrointestinales. Sin embargo, actualmente no existe cura médica para la Ell. La coloectomomia puede eliminar la
CU, pero reduce la calidad de vida y aumenta el riesgo de complicaciones. Los tratamientos médicos disponibles
incluyen el uso del acido 5-aminosalicilico (5-ASA), corticosteroides y medicamentos inmunomoduladores. El
tratamiento prolongado de los sintomas de leves a moderados de la Ell normalmente se lleva a cabo utilizando 5-
ASA, mientras que los corticosteroides y los medicamentos inmunomoduladores se utilizan para tratar los sintomas
graves. Como efectos secundarios de la 5-ASA aparecen la diarrea o el dolor abdominal, mientras que el uso
prolongado de corticosteroides con frecuencia muestra efectos secundarios graves, incluyendo la reduccion de la
masa Osea, infeccion, diabetes, pérdida de masa muscular y trastornos psiquiatricos. Los medicamentos
inmunomoduladores suprimen el sistema inmune, que controla los sintomas de la Ell. Sin embargo, el estado
inmunodeficiente resultante deja al paciente susceptible a muchas enfermedades.

El sindrome del intestino irritable (SlI, en inglés “irritable bowel disease”, IBS) es una enfermedad caracterizada por
dolor abdominal y/o malestar que se asocia a la alteracién del habito intestinal o defecacion, donde los sintomas no
se explican por anormalidades estructurales o bioquimicas. Son también comunes en el Sll, la urgencia, la
hinchazén y la sensaciéon de evacuaciones incompletas. Por lo tanto, se clasifica entre los trastornos
gastrointestinales funcionales que incluyen enfermedades como la distension abdominal funcional, el dolor toracico
no cardiaco, la dispepsia no ulcerosa y el estrefiimiento crénico o la diarrea (Longstreth G. H. et al., 2006). Cabe
mencionar que el Sll tiene un impacto sustancial en la morbilidad y la calidad de vida mas alla del dolor abdominal y
el malestar, ya que los sintomas asociados afectan tanto a la sensacion de bienestar del que lo sufre como a la
capacidad de funcionar normalmente (Dean B. B. et al., 2005).

Hay una gran actividad en el campo del desarrollo de farmacos para el tratamiento del Sll. En este sentido, han
ganado popularidad diferentes antidepresivos a pesar de que su eficacia en ensayos clinicos ha sido modesta y su
utilidad clinica esta limitada por los efectos secundarios adversos. Los agentes serotoninérgicos han demostrado su
eficacia sobre los sintomas globales del SlI. Sin embargo, la reciente preocupacion sobre la seguridad ha limitado
severamente su uso. Por lo tanto, el desarrollo de nuevas terapias para el Sl es de gran interés.

Los probidticos se definen como "microorganismos vivos que cuando se ingieren en cantidades determinadas,
ejercen beneficios para la salud mas alla de la nutricion basica inherente" (Araya M. et al., 2002; Guarner F. et al.,,
1998). Varias bacterias acido lacticas y especies del género Bifidobacterium son probidticas, lo que implica que se
ha demostrado que promueven un efecto saludable especifico. Las bacterias probidticas deben cumplir varios
requisitos relativos a ausencia de toxicidad, viabilidad, adhesion y efectos beneficiosos. Estas caracteristicas
probidticas son dependientes de cepa, incluso entre las bacterias de la misma especie. Por lo tanto, es importante
encontrar aquellas cepas que tienen un mejor comportamiento en todos los requisitos probioticos. Se han realizado
estudios clinicos en humanos utilizando probiéticos solos o en combinacién con antibidticos para identificar cepas
y/o formulaciones para el tratamiento de pacientes con Ell o SlI, o para mantener en remision a pacientes de Ell ya
tratados. WO 96/29083 y EP 554418 describen dos cepas de Lactobacillus colonizadoras del intestino, que incluyen
Lactobacillus plantarum 299v (DSM 6595) y Lactobacillus casei ssp. rhamnosus 271 (DSM 6594). EP 415941
describe métodos para preparar una composicion de nutrientes que comprende el tratamiento de papilla de avena
con enzimas antes de mezclar con lactobacilos. La patente US 7195906 describe una cepa de Bifidobacterium
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aislada de una reseccién lavada de tracto intestinal, para el tratamiento de enfermedades inflamatorias,
especialmente la actividad inflamatoria gastrointestinal, tales como la Ell, y SII.

A pesar de un potencial prometedor, es necesaria una mejora considerable del efecto de los probidticos para su uso
en el tratamiento de enfermedades inflamatorias intestinales (como la Ell), asi como de otras enfermedades
gastrointestinales (tales como el Sll).

EXPLICACION DE LA INVENCION

Los inventores de la presente invencién han encontrado que una composicion que comprende cepas de
Lactobacillus y Pediococcus es efectiva en el tratamiento de la inflamacion del intestino. Particularmente se han
aislado tres nuevas cepas probidticas que pertenecen al género Lactobacillus plantarum y Pediococcus acidilactici.
Estas cepas permiten un tratamiento eficiente de la inflamacién del intestino cuando se combinan como formulacion
Unica.

Asi, en un primer aspecto la presente invencion proporciona una composiciéon que comprende una cantidad efectiva
de Lactobacillus plantarum CECT 7484, Lactobacillus plantarum CECT 7485, y Pediococcus acidilactici CECT 7483,
o mutantes o variantes de los mismos.

Las cepas Lactobacillus plantarum CECT 7485y CECT 7484, y la cepa Pediococcus acidilactici CECT 7483 fueron
depositadas en la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (Valencia, Espafia) el 04.02.2009. Las tres cepas
depositadas son viables y mantienen todas sus caracteristicas relativas a su depdésito.

La expresion "cantidad efectiva", como se usa en la presente memoria, significa una cantidad de un agente activo lo
bastante elevada para conseguir el beneficio deseado, pero lo bastante reducida para evitar efectos secundarios
graves dentro del alcance del buen juicio médico.

Esta claro que usando las cepas depositadas como material de partida, el experto en la materia puede obtener de
forma rutinaria, por mutagénesis convencional o técnicas de reaislamiento, mutantes adicionales o derivados de los
mismos que conserven o mejoren las caracteristicas y ventajas relevantes de las cepas que forman la composicion
de la invencion. El experto en la materia decidira sobre el método adecuado a emplear para determinar la actividad
antiinflamatoria, inmunomoduladora o anti-IBS o anti hinchazén abdominal de las cepas. Se muestran ejemplos de
posibles métodos para medir esta actividad en los ejemplos a continuacion.

En una realizacién, el mutante es un mutante modificado genéticamente.
En otra realizacion del primer aspecto de la invencion, la variante es una variante natural.

Las cepas que forman parte de la composicion del primer aspecto de la invencién pueden estar en forma de células
viables. Alternativamente, la cepa puede estar en forma de células no viables.

El uso general de las cepas P. acidilactici CECT 7483 asi como de L. plantarum CECT 7484 y CECT 7485 es en
forma de células viables.

Sin embargo, puede extenderse también a células no viables como cultivos inactivados o composiciones que
contienen factores beneficiosos producidos por P. acidilactici CECT 7483, asi como por L. plantarum CECT 7484 y
CECT 7485. Esto incluye microorganismos inactivados térmicamente, o microorganismos inactivados por exposicion
a pH alterado, sonicacioén, radiacion, o presién. Con células no viables la preparacién del producto es mas simple,
las células pueden incorporarse faciimente en farmacos y los requisitos de almacenamiento son menos limitados
que en células viables.

Cuando se usa en la forma de la composicién de la invencion, las cepas estan, preferiblemente, en un ratio de
concentracion 1:1:1.

Las cepas CECT 7483, CECT 7484, y CECT 7485 muestran una actividad inhibitoria significativa frente varias cepas
de bacterias patdgenas y potencialmente patégenas, mientras que muestran un minimo antagonismo contra cepas
comunes comensales de la flora gastrointestinal humana. Ademas, estas tres cepas muestran una falta de actividad
inhibitoria significativa entre ellas, permitiendo asi su uso combinado en una sola férmula. Esto es importante porque
significa que la composicion como se define en el primer aspecto de la invencion ejerce un efecto beneficioso en el
intestino debido al efecto "intacto" de cada una de las tres cepas. La combinaciéon de estas cepas en una sola
férmula (es decir, la composicién de la invencion) muestra la capacidad de mejorar los sintomas clinicos (tales como
la pérdida de peso y la diarrea) en diferentes modelos animales de inflamacion intestinal. En linea con estos
resultados, la composicion de la invencién muestra la capacidad uUnica de reducir significativamente citoquinas
agudas (IL-6) y cronicas (IFNy).

Una gran variedad de especies de bacterias acido lacticas han demostrado ser seguras. La “European Food Safety
Authority” ha desarrollado un sistema que concede el status “Qualified Presumption of Safety” (QPS) a unidades
taxonémicas con una larga historia de seguridad probada. Las cepas CECT 7483, CECT 7484 y CECT 7485
pertenecen a especies bacterianas que tienen QPS status (Andreoletti O. et al., 2008).
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Las cepas de la presente invencion tienen la ventaja de ser particularmente Utiles como probiéticos. Como se ha
mencionado anteriormente, las bacterias probiéticas deben satisfacer varios requisitos relacionados con la ausencia
de toxicidad, viabilidad, adhesion y efectos beneficiosos. Estas caracteristicas probidticas son dependientes de
cepa, incluso entre bacterias de la misma especie. Por lo tanto, es importante encontrar aquellas cepas que tengan
un mejor comportamiento en todos los requisitos probiéticos. Los ejemplos a continuacion proporcionan (a modo de
ejemplo) protocolos para determinar cada una de las caracteristicas probitticas y se demuestra que dichas cepas
tienen excelentes caracteristicas probiéticas.

La aparicion y la propagacion de la resistencia a los antibiéticos en las bacterias representan una amenaza para la
salud humana y animal y presentan un coste financiero y social importante. Cuando la resistencia a un antibiético es
inherente a una especie bacteriana, generalmente se hace referencia a "resistencia intrinseca” (a veces llamada
"resistencia natural"). Se presume que la resistencia intrinseca presenta un potencial minimo de extension
horizontal, mientras que la resistencia adquirida mediada por la adicién de genes se considera que tiene un alto
potencial de propagacion lateral. Los inventores de la presente invencidon han encontrado que las cepas que forman
la composicidon de la invencién no muestran ninguna resistencia significativa a los antibiéticos de importancia
humana y/o veterinaria (ampicilina, gentamicina, estreptomicina, eritromicina, tetraciclina, clindamicina y
cloranfenicol) de acuerdo con las directrices de la European Food Safety Authority (Anadén A. et al., 2005; Bories G.
et al., 2008), evitando de esta manera el riesgo de una potencial transferencia de resistencia a los antibidticos a
especies patogenas.

Ademas, los inventores de la presente invencién han encontrado que las cepas CECT 7483, CECT 7484, y CECT
7485 pueden co-administrarse conjuntamente con otros medicamentos utilizados para el tratamiento del Ell (tales
como la mesalazina). Como se muestra a continuacion, el crecimiento de dichas cepas no se inhibe completamente
incluso utilizando concentraciones saturadas de mesalazina. En otras palabras, incluso utilizando altas
concentraciones de mesalazina, la eficacia de la composicién de la invencién que comprende las cepas probidticas
no esta comprometida y, por lo tanto, puede ejercer tanto las funciones probiéticas como las anti-inflamatorias.

Las cepas de la invencién han demostrado que son muy resistentes a las condiciones del medio gastrointestinal de
mamiferos (medio acido, sales biliares, y altas concentraciones de lisozima y de peréxido de oxigeno), siendo por lo
tanto capaces de sobrevivir al paso a través del tracto gastrointestinal (en adelante también llamado “GIT”). Las
cepas también tienen una buena adhesion al epitelio intestinal, lo que les permite permanecer en el tracto intestinal
para ejercer sus efectos probiodticos.

Ademas, las presentes cepas tienen varios efectos beneficiosos en el hospedador. Ademas de su actividad
antiinflamatoria en el intestino, benefician al equilibrio de la microbiota intestinal debido a su actividad antagonista.
La expresion "actividad antagonista" se refiere a la inhibicién del crecimiento de bacterias gastrointestinales no
beneficiosas por la actividad de bacterias probidticas. El estado de tener un equilibrio microbiano gastrointestinal
inadecuado se conoce como disbiosis y tiene mudltiples consecuencias negativas para el bienestar humano. A
continuacion se mostrara que las cepas tienen una mayor capacidad para inhibir el crecimiento de cepas patégenas
cuando se comparan con otras cepas comerciales. Adicionalmente, como se ha mencionado anteriormente, los
inventores han encontrado que las nuevas cepas de la invencién no muestran actividad inhibitoria entre ellas.

Adicionalmente, se ha encontrado que las cepas que forman la composicién del primer aspecto de la invencion
producen grandes cantidades de acidos grasos de cadena corta (en inglés, “short chain fatty acids”, AGCC). La
produccion de AGCC a partir de fibras no digeribles es una capacidad probidtica interesante. Esta capacidad es
deseable en un probidtico porque los AGCC producidos muestran varias propiedades beneficiosas en el
hospedador. Entre sus diversas propiedades, los AGCCs, especialmente el acido butirico, son facilmente absorbidos
por la mucosa intestinal, estimulan la absorcion de sodio y agua en el colon, y son troficos en la mucosa intestinal
(D'Argenio G. et al, 1999; Tedelind S. et al., 2007). Ademas, el acido butirico es utilizado como combustible por los
colonocitos. Cada cepa en la formula es un fuerte productor de un AGCC diferente, ya sea acético, propiénico o
butirico, que son los tres AGCCs principales encontrados en el intestino. La mejor comprension de cémo los acidos
grasos de cadena corta actdan sobre el proceso de la inflamacién puede ayudar a mejorar la eficacia de los
tratamientos actuales de inflamacion del intestino. A este respecto, se ha reportado la relacion entre los AGCCs y la
regulacion de las condiciones inflamatorias a través de receptores acoplados a proteina G (Maslowski K.M. et al.,
2009).

Por otra parte, las cepas CECT 7483, CECT 7484 y CECT 7485 promueven efectos inmunomoduladores en el
hospedador, ya que inducen un patron mejorado de citoquinas de la mucosa intestinal. Estos efectos
inmunomoduladores son beneficiosos para el hospedador, ya que ayudan a conseguir una mejor resistencia a las
enfermedades y una disminucion del riesgo de alergias. Se sabe que las bacterias Gram-negativas en el GIT
presentan la molécula lipopolisacarida (LPS) en su superficie, lo que induce la produccion de sefales pro-
inflamatorias por las células de la mucosa intestinal. La suplementaciéon con probiéticos puede cambiar esta
situacion para favorecer una mayor presencia de las bacterias Gram-positivas en el GIT (agrupadas en el grupo de
bacterias del acido lactico), con una mejor aptitud ecoldgica o con propiedades antagonicas contra algunos
microorganismos Gram negativos. Sin embargo, algunos microorganismos probidticos muestran la capacidad de
modular per se la produccion de citoquinas, que son moléculas mensajeras que regulan las respuestas inmunes e
inflamatorias en el cuerpo. En particular, algunas bacterias probiéticas inducen un patron mas equilibrado entre la
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sefializacion pro/anti-inflamatoria en la mucosa intestinal (independientemente del efecto sobre las bacterias Gram-
negativas). Como se ilustrara a continuacion, se encontré6 que las cepas de la composicion de la invencion
promueven una reduccion de los niveles de citoquinas inflamatorias (IFN-y e IL-6), induciendo asi un patron
mejorado de citoquinas de la mucosa intestinal. Este efecto inmunomodulador se complementa con las propiedades
antagonistas de las cepas reduciendo de la presencia de patégenos Gram negativos en el GIT.

Se sabe que las bacterias no viables y los componentes bacterianos pueden tener efectos inmunomoduladores per
se. Por ejemplo, se ha reportado que los componentes celulares de especies de Lactobacillus inducen citoquinas
anti-inflamatorias (Pathmakanthan S. et al., 2004) o reducen citoquinas pro-inflamatorias (Zhang L. et al., 2005). Tras
el aislamiento de estos componentes, es esperable su manipulacién con fines farmacéuticos.

Teniendo en cuenta los resultados que se adjuntan a continuacion, esta claro que las cepas CECT 7484 y CECT
7485, que conforman la composicion del primer aspecto de la invencién, se caracterizan por caracteristicas
especificas tales como: supervivencia al tracto gastrointestinal, adherencia a la mucosa intestinal, resistencia al
estrés oxidativo, produccion de metabolitos con actividad anti-inflamatoria (tanto acidos grasos de cadena corta
como otros productos con dicha actividad) y ausencia de antagonismo entre ellas. La composicion y las cepas
aisladas de la presente invencion no derivan de manera obvia del estado de la técnica porque son el resultado de
una investigacion compleja y los resultados obtenidos en relacion a la actividad inflamatoria en el intestino son
sorprendentes. Los protocolos para la determinacion de cada una de las caracteristicas mencionadas se incluyen
mas adelante. A partir del contenido de la presente solicitud, el experto en la materia podria encontrar otras cepas
pertenecientes al género Lactobacillus y Pediococcus, y mas concretamente a las especies Lactobacillus plantarum
y Pediococcus acidilactici, las cuales, cuando son administradas de manera separada o combinadas en una Unica
composicion, muestran los mismos efectos probidticos o terapéuticos que los descritos en la presente solicitud.

En un segundo aspecto, la invencion proporciona una composicion que comprende una cantidad efectiva de las
cepas de la invencion, o de cepas mutantes de las mismas, para su uso como medicamento.

En particular, se ha encontrado que la composicién que comprende las cepas CECT 7483, CECT 7484 y CECT
7485 tiene una actividad anti-inflamatoria en el intestino en modelos de Ell. Como se ha comentado, la inflamacién
del intestino es una de las principales caracteristicas de la Ell. Por lo tanto, la composicién del primer aspecto de la
invencion es util en la prevencién o el tratamiento de dicha enfermedad.

Asi, en un tercer aspecto, la invencién proporciona la composicién como se define en el primer aspecto para su uso
en la prevencion o el tratamiento de la inflamacion del intestino en un animal, incluyendo un humano. Este aspecto
puede ser formulado alternativamente como el uso de una composicién como se define en el primer aspecto de la
invencion para la fabricacion de un medicamento para la prevencion y/o el tratamiento de la inflamacion del intestino.
Esto puede formularse alternativamente como un método para la prevencion y/o el tratamiento de la inflamacion del
intestino en un animal, incluyendo un humano, que comprende administrar a dicho animal que lo necesite una
cantidad efectiva de la composicion como se define en el primer aspecto de la invencion.

En una realizacion del tercer aspecto de la invencién, la composicion es usada para el tratamiento o la prevencion
de la enfermedad inflamatoria intestinal.

A partir de los datos obtenidos usando modelos de Ell reportados en los ejemplos (ver mas adelante), se deriva que
la administracion de las cepas de la invencién, que son efectivas en el tratamiento de alteraciones de la salud
caracterizadas por la inflamacion intestinal y la diarrea, también puede ser util para tratar otras alteraciones de la
salud caracterizadas por la inflamacion de la mucosa o la submucosa intestinal y cuando la diarrea es prevalente,
como la enteritis causada por radioterapia o quimioterapia. La enteritis es un efecto secundario comun de la
radioterapia abdominal o pélvica, que afecta al 60-70% de los pacientes. La enteritis puede forzar la programacion
de cambios en el régimen de radioterapia para disminuir los efectos secundarios, llevando potencialmente a una
eficacia anti-tumoral subdptima del tratamiento. Actualmente no existen estrategias preventivas para la enteritis
inducida por radioterapia. A pesar de esto, algunos probidticos han mostrado ser prometedores en ensayos clinicos
aleatorizados (ECAs). Un composicion probiética, como la de la presente invencion, combina los efectos saludables
de la produccién de AGCCs, la capacidad para resistir especies reactivas de oxigeno y nitrégeno que se encuentran
en la mucosa inflamada, y la actividad antimicrobiana contra patégenos oportunistas que puede ser util para el
tratamiento de la enteritis inducida por radioterapia o quimioterapia.

Por otra parte, los presentes inventores han encontrado que las cepas de la presente invencién son eficientes en el
tratamiento de Sll. Como se muestra mas adelante, la composicién del primer aspecto de la invencion es util para
tratar el Sll, como se demuestra mediante un ensayo aleatorizado, doble ciego, cruzado, controlado con placebo.

Por lo tanto, en un cuarto aspecto la presente invencién proporciona la composicién del primer aspecto de la
invencion para su uso en la prevencion y/o el tratamiento del Sll. Este aspecto puede formularse alternativamente
como el uso de una composicidon como se define en el primer aspecto de la invencion para la fabricacién de un
medicamento para la prevencion y/o el tratamiento del SlI. Esto puede formularse alternativamente como un método
para la prevencion y/o el tratamiento del SIl en un animal, incluyendo un humano, que comprende administrar a
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dicho animal que lo necesite una cantidad efectiva de la composicion como se define en el primer aspecto de la
invencion.

Ademas, los presentes inventores han encontrado que debido a las caracteristicas de las cepas, la composicion del
primer aspecto de la invencién es util en el tratamiento de la hinchazén y la distension abdominales. Como se
muestra mas adelante, cuando la composicién es administrada a gente que sufre de hinchazén o de distension
abdominal, se observa una mejora sorprendente.

Por lo tanto, en un quinto aspecto la presente invenciéon proporciona la composicion del primer aspecto de la
invencion para su uso en el tratamiento de la hichazén o distensién abdominal. Este aspecto puede ser formulado
alternativamente como el uso de la composicion como se define en el primer aspecto de la invencién para la
fabricacion de un medicamento para el tratamiento de la hinchazén o la distension abdominales. Esto puede
formularse alternativamente como un método para el tratamiento de la hinchazén o distensién abdominales en un
animal, incluyendo un humano, que comprende administrar a dicho animal que lo necesite una cantidad efectiva de
la composicidon como se define en el primer aspecto de la invencion.

Los sorprendentes efectos beneficiosos observados en personas que sufren Sll, y/o hinchazén y distension
abdominales pueden deberse al hecho de que las cepas de la invencion CECT 7483, CECT 7484 y CECT 7485
tengan la capacidad de producir los AGCCs listados en la Tabla 6 y la actividad antagonista que se muestra en la
Tabla 3.

Es bien conocido en el estado de la técnica que los AGCCs modulan la motilidad intestinal. Particularmente, se sabe
que los AGCCs estimulan la liberacion de serotonina (5-HT) en colon de rata (Fukumoto S. et al., 2003; Tazoe H. et
al., 2008) lo que juega un rol importante en la regulacion tanto en la sensacion como en la motilidad intestinal. De
manera similar, se ha descrito que el acido butirico disminuye la sensibilidad visceral del intestino en voluntarios
humanos (Vanhoutvin S. A. et al., 2009). A partir de este hecho, se puede concluir que las cepas que forman la
composicion de la invencién pueden ser Utiles para el tratamiento, no sélo del Sll o del dolor abdominal, sino
también de otras alteraciones de la salud relacionadas con la motilidad gastrointestinal y/o el dolor gastrointestinal,
tales como el estrefiimiento funcional o la diarrea funcional.

La composicion y las cepas aisladas de la presente invencion no derivan de manera obvia del estado de la técnica
porque son el resultado de una investigacion compleja y los resultados que han sido obtenidos en relacion a la
eficiencia en el tratamiento de SlI e hinchazon y distension abdominales son sorprendentes.

Sorprendentemente, los presentes inventores han encontrado por primera vez una cepa de Pediococcus acidilactici
con capacidad para tratar Ell y Sll. Dicha capacidad se cree que es debida a las propiedades especificas, indicadas
a lo largo de la especificacion, de la cepa aislada de Pediococcus. A la luz de las ensefianzas y los protocolos
proporcionados en la presente especificacion, un experto en la materia sera capaz de encontrar mas cepas de P.
acidilactici con las mismas caracteristicas probidticas y terapéuticas que el objeto de la presente invencion.

La composicion de acuerdo con la invencion que comprende una cantidad efectiva de las cepas de la invencién, o
de sus mutantes, puede ser formulada como producto comestible, farmacéutico o veterinario, en los cuales dichas
cepas son los Unicos agentes activos o estan mezcladas con uno o mas agentes activos diferentes y/o mezcladas
con excipientes farmacéuticos o veterinarios aceptables (en el caso de un producto farmacéutico o veterinario) o
aditivos adecuados (en el caso de un producto comestible). En una realizacién particular de la invencion, los
productos contienen adicionalmente uno o mas agentes activos adicionales. Preferiblemente, los agentes activos
adicionales son otras bacterias probitticas no antagonicas a las cepas que forman la composicion de la invencion.
Dependiendo de la formulacién, las cepas podrian ser afiadidas como bacterias purificadas, como cultivo bacteriano,
como parte de un cultivo bacteriano, como cultivo bacteriano que ha sido post-tratado, en solitario o en combinacién
con vehiculos o ingredientes adecuados. También podrian afiadirse prebidticos.

En otros aspectos, la invencion proporciona un producto farmacéutico y veterinario que contiene una cantidad
efectiva de la composicion de la invencion, junto con cantidades adecuadas de excipientes farmacéuticamente o
veterinariamente aceptables. A este respecto, el producto farmacéutico puede prepararse en cualquier forma
adecuada que no afecte negativamente a la biodisponibilidad de las cepas que forman la composicion de la
invencion. Asi, la composicién de la invencion puede formularse para ser administrada oralmente en forma, por
ejemplo, de polvo liofilizado, capsulas, preparaciones liquidas, etc. La seleccién de los excipientes y de los métodos
mas apropiados para la formulacién en vista del propdsito particular de la composicién estan dentro del alcance de
los expertos en la materia de la tecnologia farmacéutica. Aunque se prefiere la administracion oral, son posibles
otras vias, tales como la inyectable, rectal o tdpica.

La expresion "farmacéuticamente aceptable”, como se usa en la presente memoria, se refiere a compuestos,
materiales, composiciones y/o formas de dosificaciéon que son, dentro del alcance del buen juicio médico, adecuadas
para su uso en contacto con los tejidos de un sujeto (por ejemplo, un ser humano) sin una toxicidad, irritacion,
respuesta alérgica u otro problema o complicacién excesivos, en proporcidon a una relacion beneficio/riesgo
razonable. Cada vehiculo, excipiente, etc. también debe ser “aceptable” en el sentido de ser compatible con los otros
ingredientes de la formulacion. Pueden encontrarse vehiculos, excipientes, etc. adecuados en los textos
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farmacéuticos convencionales. Asimismo, la expresion “veterinariamente aceptable” significa adecuado para su uso
en contacto con los tejidos de un animal no humano.

Las cepas de la invencién también pueden incluirse en una diversidad de productos comestibles, tales como
productos lacteos, un yogur, una cuajada, un queso (por ejemplo tipo quark, cremoso, procesado, blando y duro),
una leche fermentada, una leche en polvo, un producto fermentado a base de leche, un helado, un producto a base
de cereal fermentado, un polvo a base de leche, una bebida, un alifio y un alimento para mascotas. La expresion
“producto comestible” se usa en la presente memoria en su sentido mas amplio, incluyendo cualquier tipo de
producto en cualquier forma de presentacion que puede ser ingerido por un animal, pero excluyendo productos
farmacéuticos y veterinarios. Son ejemplos de otros productos comestibles los productos carnicos (por ejemplo, paté
de higado, salchichas tipo frankfurt y embutidos de salami o pastas de carne), pastas de chocolate, rellenos (por
ejemplo, trufa, crema) y escarchados, chocolate, dulces (por ejemplo caramelo, glaseados o dulce de leche),
productos horneados (tartas, pasteles), salsas y sopas, zumos de frutas y blanqueadores de café. Los productos
comestibles particularmente interesantes son los complementos alimenticios y las formulas infantiles. En el sentido
de la presente invencion, los complementos alimenticios también incluyen nutracéuticos, que se sabe que son
extractos de alimentos que tienen un efecto medicinal sobre la salud humana. También se incluyen en el alcance de
la invencion forrajes para alimentacion animal. Las composiciones de la invencion también podrian usarse como
ingrediente en otros productos alimenticios.

Por consiguiente, en otro aspecto de la invencién, se proporciona un producto comestible que contiene la
composicion de la invencion junto con cantidades apropiadas de ingredientes comestibles. Preferentemente, la
composicion de la invencion es un complemento alimenticio.

La cantidad efectiva de unidades formadoras de colonias (ufc) para cada cepa en la composicion se determinara por
el experto en la materia y dependera de la formulacion final. Por ejemplo, en productos comestibles, la cepa o cepas
estan presentes en una cantidad de ag)roximadamente 10° ufc/g a aProximadamente 10" ufc/g, preferentemente en
una cantidad de aproximadamente 10’ ufc/g a aproximadamente 10'? ufc/g, de acuerdo con la legislacién actual. La
expresion "unidad formadora de colonias" ("ufc") se define como el numero de células bacterianas revelado por los
recuentos microbioldgicos en placas de agar.

Los complementos alimenticios contienen habitualmente cepas probioéticas en una cantidad que varia de 10" a 10"
ufc/g. En una realizacién particular, la composicion de la invencion es un complemento alimenticio que comprende
entre 10°-10"" ufc/g.

Las cepas de la invencidon se producen por cultivo de las bacterias en un medio adecuado y en condiciones
adecuadas. Las cepas pueden cultivarse en solitario para formar un cultivo puro, o como un cultivo mixto junto con
otros microorganismos, o por cultivo de bacterias de diferentes tipos por separado y después combinando las
mismas en las proporciones deseadas. Después del cultivo, la suspension celular se recupera y se usa como tal o
es tratada de la forma deseada, por ejemplo, por concentracion o liofilizacion, para emplearse después en la
preparacion de productos farmacéuticos o comestibles. A veces la preparacion probidtica esta sujeta a un
procedimiento de inmovilizacién o encapsulacion para mejorar la vida util. Se conocen en el estado de la técnica
varias técnicas para la inmovilizacion o encapsulacién de bacterias.

Si la composicién de acuerdo con la invencién se usa como complemento alimenticio, puede administrarse como tal,
puede mezclarse con un liquido adecuado para beber, tal como agua, yogur, leche o zumo de frutas, o puede
mezclarse con alimento sélido o liquido. En este contexto, el complemento alimenticio puede estar en forma de
comprimidos, pildoras, capsulas, granulos, polvos, suspensiones, sobrecitos, pastillas, dulces, barritas, jarabes y
formas de administracion correspondientes, habitualmente en forma de una dosis unitaria. Preferentemente, la
composicion de la invencidon se administra en forma de comprimidos, capsulas, jarabes o pildoras, fabricados en
procedimientos convencionales de preparacion de productos farmacéuticos.

A lo largo de la descripcion y reivindicaciones, la palabra "comprende" y sus variaciones no pretenden excluir otras
caracteristicas, aditivos, componentes o etapas técnicas. Objetos, ventajas y caracteristicas adicionales de la
invencion se haran evidentes para los expertos en la materia tras el examen de la descripcién o pueden aprenderse
mediante la practica de la invencion. Ademas, la presente invenciéon abarca todas las combinaciones posibles de
realizaciones particulares y preferidas descritas en la presente memoria.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La FIG. 1 representa los patrones de electroforesis de campo pulsante con Not-I o Sfi-l (izquierda) y Sma-I (derecha)
de ADN gendémico de: 1, Pediococcus acidilactici CECT 7483; 2, Lactobacillus plantarum CECT 7484; 3,
Lactobacillus plantarum CECT 7485. Como controles: 4, cepa comercial P. acidilactici Rossell1001 (Institut Rossell,
Canada); 5, L. plantarum 299v (Probi AB, Suecia); y 6, cepa L. plantarum aislada del producto comercial VSL#3
(VSL Pharmaceuticals, USA). Esta figura se refiere a la seccion "genotipado de cepa".

La FIG. 2 representa el indice de Actividad de la Enfermedad (eje Y) en un grupo de ratones que padecen de una
inflamacion intestinal inducida por DSS. El eje de las X representa la administracion de: a, formulacion probidtica de
la invencion en un grupo de ratones que padecen de una inflamacion intestinal inducida por DSS; b, una formulacion

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2437940 T3

probidtica comercial (VSL#3) en un grupo de ratones que padecen de una inflamacion intestinal inducida por DSS; c,
vehiculo en un grupo de ratones que padecen de una inflamacién intestinal inducida por DSS; y d, vehiculo en un
grupo control sano. Esta figura se refiere a la seccion "Efecto in vivo sobre la inflamacion del intestino inducida
quimicamente".

La FIG. 3 representa los niveles de IL-6 (eje Y) en un grupo de ratones que padecen de una inflamacion intestinal
inducida por DSS. El eje de las X representa: a, formulacion probidtica de la invencién administrada a un grupo de
ratones que padecen de una inflamacién intestinal inducida por DSS; b, una formulaciéon probiética comercial
(VSL#3) administrada a un grupo de ratones que padecen de una inflamacién intestinal inducida por DSS; c,
vehiculo administrado en un grupo de ratones que padecen de una inflamacion intestinal inducida por DSS; vy d,
vehiculo en un grupo control sano. Esta figura se refiere a la seccion "Efecto in vivo sobre la inflamacion del intestino
inducida quimicamente".

La FIG. 4 representa el niumero de semanas sin sintomas (es decir, el nUmero de semanas antes del comienzo del
primer sintoma, por lo tanto siendo el indice de Actividad de la Enfermedad igual a 0) (eje-Y) en un modelo de ratén
knock-out de IL-10. El eje-X representa la administracion de: a, la composicion probidtica de la invencion a un grupo
de ratones knock-out de IL-10; b, formulacion probidtica comercial VSL#3 a un grupo de ratones knock-out de IL-10;
PBS a un grupo de ratones knock-out de IL-10; y d, vehiculo a un grupo control sano. Esta figura hace referencia a
la seccion “Efecto in vivo sobre la Inflamacion Intestinal Espontanea”

La FIG. 5 representa los niveles de IFN-[I(eje-Y) en un modelo de ratén knock-out de IL-10. El eje-X representa: a,
formulacion probidtica de la invencién a un grupo de ratones knock-out de IL-10; b; formulacion probidtica comercial
(VSL#3) a un grupo de ratones knock-out de IL-10; c, vehiculo a un grupo de ratones knock-out de IL-10; y d,
vehiculo a un grupo control sano. La figura hace referencia a la seccion “Efecto in vivo sobre Inflamacion Intestinal
Inducida Quimicamente”.

La FIG. 6 representa los niveles de IL-6 (eje-Y) en un modelo de ratén knock-out de IL-10. El eje-X representa; a,
formulacion probidtica de la invencién a un grupo de ratones knock-out de IL-10; b, formulacién probidtica comercial
(VSL#3) a un grupo de ratones knock-out de IL-10; c, vehiculo administrado a un grupo de ratones knock-out de IL-
10; y d, vehiculo a un grupo control sano. Esta figura hace referencia a la seccién “Efecto in vivo sobre la Inflamacion
Intestinal Inducida Quimicamente”

La FIG. 7 representa la variacion de la puntuacion IBSQoL en comparacion con la linea base (eje-Y) de los
voluntarios tratados con capsulas incluyendo la composicién (barras negras) o el placebo (barras blancas). El eje-X
representa la variacion en la puntuacion a los 21 dias y después de 42 dias de tratamiento. Esta figura hace
referencia a la “Mejora en la Calidad de Vida relacionada con la Salud” en la seccion “Eficacia in vivo de los sujetos
][

La FIG. 8 representa la variacion en la puntuacion VSI en comparacion con la linea base (eje-Y) de los voluntarios
tratados con capsulas que incluyen la composicion (barras negras) o el placebo (barras blancas). El eje-X representa
la variacion de la puntuacion después de tres semanas y después de seis semanas de tratamiento. Esta figura hace
referencia a la “Mejora de la Sensibilidad Visceral” en la seccion “Eficacia in vivo de Sujetos con SII”.

EJEMPLOS

Las siguientes secciones describen la caracterizacion de las cepas de la invencion, sus caracteristicas probitticas
especificas y sus efectos fisioldgicos en el sistema gastrointestinal e inmune. Como se usa de aqui en adelante, la
cepa F1033 corresponde a Pediococcus acidilactici CETC 7483, la cepa F2064 a Lactobacillus plantarum CECT
7484,y la cepa F2076 a Lactobacillus plantarum CECT 7485.

1. Aislamiento de microorganismos
A) Métodos

Para el aislamiento de microorganismos, se tomaron heces frescas y saliva (Daniel C. et al., 2006) de nifios de 0-5
afios de edad y se disolvieron en tampoén PBS (pH 7.4), se alicuotaron y sembraron en MRS suplementado con
varias combinaciones de antibioticos. Las cepas se cultivaron bajo condiciones microaerdfilas (5% CO2) a 37 °C. El
tiempo de incubacién dependié de la velocidad de crecimiento, pero normalmente fue de 24 h a 3 dias. Se realizé
una tincién gram para tener una primera identificacion. Una vez crecidas, las cepas aisladas fueron guardadas por
liofilizacion en PBS 0.1X con un 15% de polvo de leche desnatada.

B) Resultados

Las cepas nuevas F2064, F2076 y F1033 fueron cultivadas en agar MRS suplementado con 10 pg/ml de
vancomicina. El examen microscépico reveld que las cepas F2064 y F2976 son bacilos Gram-positivos, mientras
que la cepa F1033 es un gran-positivo con morfologia cocal.
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2. ldentificacion
A) Métodos

El ADN gendmico fue extraido usando el kit de purificacion de ADN gendmico Wizard (Promega). Para cada cepa
aislada, se amplifico el gen 16S por PCR, usando los cebadores universales 27f, 357f, 907r y 1492r (Weisburg W. G.
et al., 1991), que generan un fragmento de 16S rRNA de una longitud casi completa (1465 pb). EI ADN fue lavado
usando un kit Quiaquick (Quiagene, GmbH, Hilden, Alemania) y se realizaron cuatro reacciones de secuenciacién
por muestra, usando el kit BigDye v.3.1, en un Analizador Genético 3130 (Applied Biosystems). Se us6 el programa
Selected sequencing primers DNA Sequence Analysis v.5.2 (Applied Biosystems) para obtener los datos y para
elaborar los cromatogramas, los cuales fueron analizados a través de los programas Chromas (Technelysium Pty
Ltd.) y BioEdit (Ibis Biosciencies). La identificacion de género y especie se realizd6 comparando la secuencia obtenida
con secuencias 16S de organismos conocidos de la base de datos RefSeq (http://www.ncbi.nim.nih.gov/RefSeq/)
mediante un busqueda BLASTN (Altschul S. F. et al., 1990), del Ribosomal Database Project.

TABLA 1: Cebadores usados para amplificar y secuenciar el gen 16S

Etapa Cebador Orientacién | Secuencia5 — 3’

27f directa AGAGTTTGATCCTGGCTCAG (SECNOID: 1)
Amplificaciéon

1492r inversa GGTTACCTTGTTACGACTT (SECNOID: 2)

27f directa AGAGTTTGATCCTGGCTCAG (SECNOID: 1)

357f directa CGCCCGCCGLGLrrrararresGreecaeeaseecec
Secuenciacion GCCCCCCTACGGGAGGCAGCAG (SECNOID: 3)

907r inversa CCGTCAATTCCTTTGAGTTT (SECNOID: 4)

1492r inversa GGTTACCTTGTTACGACTT (SEQNOID: 2)

B) Resultados

Se identificaron las cepas F2064 y F2076 como miembros del grupo del Lactobacillus plantarum. La cepa F1033 se
identific6 como Pediococcus acidilactici.

3. Supervivencia en el tracto Gl
A) Métodos

Para evaluar la tolerancia en un ambiente acido, se pusieron alicuotas de 20 ul de cada cultivo bacteriano en placas
de 96 pocillos junto con alicuotas de 200 pl de medio MRS ajustado a pH 2 y 3 con HCI (Panreac). Las placas se
mantuvieron a 37 °C durante una hora y se midié la densidad 6ptica a 620 nm. Finalmente, se determinaron las
células viables por recuento en placa y se compararon con el nimero de células viables en el indculo.

Para evaluar la tolerancia a las sales biliares, se pusieron alicuotas de 20 pl de cada cultivo bacteriano en placas de
96 pocillos junto con 200 pl de medio MRS suplementado con un 0.5% de Oxgall (Sigma). Las placas fueron
incubadas durante 3 horas a 37 °C y con un 5% de COg, y posteriormente se midio la densidad éptica. Finalmente,
se determinaron las células viables por recuento en placa y se compararon con el numero de células viables en el
inoculo.

B) Resultados

Las tres cepas mostraron una buena capacidad de sobrevivir en ambientes acidos, con menos de un logaritmo de
reduccion en el nimero de células viables después de 1 h de incubacion en MRS a pH=2 o pH=3. Las cepas
también tenian una marcada resistencia a las sales biliares, con menos de un 50% de reduccién del nimero de
células viables después de 3 h de incubacion en MRS suplementado con un 0.5% de sales biliares.

4. Adherencia
A) Métodos

Se lavd un intestino porcino con PBS a pH 7.4 que contenia un 0.01% de gelatina y un cdctel de inhibidores de
proteasas (Complete®, Sigma). Se rascoé la mucosa y se disolvié en tampon HEPES-Hank (HEPES 10 mM, pH 7.4)
(Collado M. et al., 2007) que contenia los inhibidores anteriormente mencionados. Después la mucosa fue
centrifugada a 13000 rpm durante 10 min usando el mismo tampén. Se recuperaron los sobrenadantes y se
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determind el contenido en proteina mediante el protocolo de Bradford. 24 h antes del ensayo, se incub6 1 ml de 0.5
mg/ml de soluciéon de mucosa en pocillos de una placa ELISA de 24 pocillos.

Cada cepa a ensayar fue cultivada durante toda la noche (overnight) en medio MRS suplementado con timidina
tritiada (5 ul en 3 ml de MRS). Los cultivos se centrifugaron y ajustaron a 108 UFC/ml en PBS realizando un recuento
en una camara Neubauer y se tomaron muestras de cada cultivo para determinar la cantidad de timidina tritiada
incorporada mediante un contador de centelleo. A continuacién, se afiadieron 0.5 ml a los pocillos de la placa de 24
pocillos que contenian mucosa y se incubaron a 37 °C durante 60 min. Se descart6 el sobrenadante de cada pocillo,
y los pocillos fueron lavados dos veces con medio MEM Alpha (Gibco) para eliminar las bacterias débilmente
adheridas. Finalmente, se rascaron los pocillos para recuperar la mucosa junto con las bacterias adherentes, y se
midio la radioactividad. La actividad especifica (com/UFC) de cada cultivo se calcul6 a partir de la radioactividad total
incorporada en la suspensién de PBS ajustada a 10° ufc/ml. Se us6 Lactobacillus rhamnosus GG (Valio Ltd,
Finlandia) como control positivo, debido a su notablemente alta adherencia al epitelio intestinal (Jacobsen C. N. et
al., 1999).

Las células Caco-2 se obtuvieron del ATCC (ECACC N°: 86010202). Las células fueron sembradas en placas de 24
pocillos y se dejaron crecer en DMEM hasta la confluencia (37 °C, 5% CO,). El procedimiento experimental para
obtener el nimero de bacterias que se adhiere por unidad de area de células caco-2 es esencialmente la misma que
la explicada anteriormente para la adhesién a mucosa.

B) Resultados

La capacidad de adhesion de las cepas F1033, F2064 y F2076 se midi6 a partir del centelleo de la timidina tritiada y
se comparé con la cepa comercial L. rhamnosus GG. La adhesion de las células epiteliales usando el modelo de
Caco-2 es un ensayo comun para cepas probiéticas. En comparacion con L. rhamnosus GG, las cepas F2064 y
F2076 muestran una afinidad para células epiteliales un 60% inferior. Pese a esto, considerando la elevada afinidad
de L. rhamnosus GG para las células epiteliales, estos valores son comparables con otros probiéticos bien
conocidos tales como L. plantarum 299v, y superiores a muchas otras cepas probioticas (Jacobsen C. N. et al.,,
1999). Por otro lado, la adhesion de la cepa F1033 a las células epiteliales es 2.5 veces superior a L. rhamnosus
GG. Ademas, las cepas F2064 y 2076 mostraron una afinidad mucho mas alta para la mucosa intestinal que para las
células epiteliales, mientras que la cepa F1033 mostré un comportamiento opuesto. Los resultados se muestran en
la siguiente tabla.

TABLBA 2: Adhesién de cepas bacterianas probidticas a la mucosa. [* A partir de un concentracion total de bacterias
de 10° ufc].

Cepa Caco-2 (ufcs/cm?) Mucus (ufcs/cm?)

F1033 1.21£0.17 -10° ufc 6.06 + 0.73 -10% ufc
F2064 1.89 £ 0.12 -10% ufc 2.25+0.12 -10° ufc
F2076 1.71£0.16 -10% ufc 5.91 £ 0.03-10° ufc
L. rhamnosus GG 4.41£0.22 10 ufc 3.29 + 0.57-10° ufc

5. Capacidad antagonista
A) Métodos

Se usaron las siguientes colonias indicadoras: P. mirabilis CECT 4557, K. oxytoca CIP 103434, C. perfringens ATCC
13124, C. ramosum ATCC 25582, E. faecalis CETC 795, Y. pseudotuberculosis ATCC29833, B. vulgatus ATCC
8482 y B. thetaiotaomicron ATCC2079 fueron cepas de coleccion. C. albicans, S. enterica thyphimurium, S. enterica
cholerasuis, C. jejuni, E. coli y P. aeruginosa fueron aislados de laboratorio. Las cepas indicadoras fueron
sembradas uniformemente en placas que contenian el medio apropiado (Oxoid) y cultivadas hasta confluencia a las
temperaturas apropiadas en condiciones microaerofilicas (5% CO3). A continuacién, se situaron secciones cilindricas
de 6 mm (diametro) de las placas de agar confluentes de F1033, F2064 o F2076 boca abajo sobre la placa de cepas
indicadoras y se incubaron toda la noche (overnight) a 37 °C. Al dia siguiente, se midieron las zonas de inhibicion
situando las placas de agar sobre una regla plana. La actividad inhibitoria del crecimiento (Gl) se calcul6 de la
siguiente manera:

_ (1ZD — D)

Gl
2

donde IZD es el Diametro de la Zona de Inhibicion y CD el diametro del cilindro, medido en milimetros.
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B) Resultados

TABLA 3: Actividad inhibitoria del crecimiento (Gl) de las cepas probidticas frente a 12 cepas patdgenas o
potencialmente patdgenas, y frente a 2 cepas comensales de la flora gastrointestinal.

F2064 F2076 F1033
Patégenos
C. albicans 2 0.5 1.25
S. enterica typhimurium 1 1 0.25
S. enterica cholerasuis 1 1 0.5
E. coli 1.75 3.7 1.1
C. jejuni 0 0 4.75
K. oxytoca 0.5 1 2
P. mirabilis 4 1.5 0.5
P. aeruginosa 3 3.75 4.5
E. faecalis 1.75 1 1.25
C. perfringens 2.25 3.75 1.75
C. ramosum 1.25 1.75 0.5
Y. pseudotuberculosis 55 3.4 4.5
Comensales
B. thetaiotaomicron 0.4 0.4 0.5
B. vulgatus 0.3 0.5 0.7

Las cepas F2064, F2076 y F1033 mostraron una capacidad inhibitoria significativa contra Candida albicans y varias
bacterias potencialmente patdgenas. Por otro lado, las cepas mostraron una actividad minima contra cepas
comensales que se encuentran comunmente en la flora gastrointestinal indigena del género Bacterioides. Ademas,
las cepas F2064, F2076 y F1033 no mostraron una actividad inhibitoria significativa entre ellas. Cabe mencionar que
la cepa F1033 es la Unica cepa que mostré una elevada actividad inhibitoria contra Campylobacter jejuni, mientras
que la cepa F2076 destaca en la inhibicion de Escherichia coli y la cepa F2064 en la inhibicion tanto de Candida
albicans como Proteus mirabilis.

6. Capacidad antioxidante
A) Métodos

Se pusieron alicuotas de 20 pl de cultivos overnight de cada cepa (109 ufc/ml aprox) en placas de 96 pocillos. Se
afadieron a los pocillos 200 pl de MRS suplementado con 10 mM de paraquat (C12H14Cl2N2, un donante de anién
superoxido) o nitroprusiato de sodio (Naz[Fe(CN)sNO], un donante de 6xido nitrico) y las placas se incubaron a 37 °C
con un 5% de CO,. Después de 6 h se leyeron las densidades 6pticas a 620 nm. Los resultados se expresan como
porcentaje de crecimiento de células comparado con el crecimiento en medio MRS estandar. Se siguié el mismo
protocolo para las cepas de L. rhamnosus GG y la cepa de L. plantarum aislada de la formulacion comercial VSL#3
(el aislamiento se realiz6 siguiendo procedimientos estandar).

B) Resultados

El estrés oxidativo se define como un desequilibrio entre la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y un
decaimiento del sistema de defensa antioxidante. El estrés oxidativo se desarrolla particularmente en reacciones
inflamatorias porque las células inflamatorias, los neutréfilos y los macréfagos producen grandes cantidades de ROS
(Rezaie A. et al., 2007; Roessner A. et al., 2008). Las cepas F1033, F2064 y F2076 mostraron capacidad de
sobrevivir bajo fuertes condiciones oxidantes comparables a la bien conocida cepa probiética L. rhamnosus GG, asi
como a la cepa de L. plantarum aislada de la formula VSL#3. Cabe mencionar que la cepa F2076 mostré la mayor
resistencia tanto frente a paraquat (donante de anion superdxido) como a nitroprusiato de sodio (donante de 6xido
nitrico). La resistencia al estrés oxidativo es una caracteristica deseable para una cepa probiética que se espera que
sobreviva en un ambiente de mucosa inflamada.
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TABLA 4: Porcentaje de crecimiento en un medio que contiene paraquat y nitroprusiato de sodio 10 mM, comparado
con el medio MRS estandar.

Cepa % crecimiento  en|% crecimiento en
paraquat nitroprusiato

L. rhamnosus GG 70+£10 99 £ 17

L. plantarum VSL#3 6114 8810

F1033 679 76 + 22

F2064 61+18 67 £ 8

F2076 721 104 + 19

7. Genotipado de cepa
A) Métodos

Las cepas F1033, F2064 y F2076 fueron sometidas a un protocolo previamente descrito (Rodas A. M. et al., 2005)
con ligeras modificaciones. Las cepas fueron cultivadas en placas de agar MRS e incubadas a 37 °C 5% CO.
durante 18 h. Las células fueron recogidas y lavadas 3 veces en 8 ml de PET (10 mM Tris pH 7.6, 1 M NaCl) y
después centrifugadas 10 min a 6000 rpm . Los pelets (precipitados) fueron resuspendidos en 700 ml de tampdn de
lisis (6 mM Tris, NaCl 1 M, EDTA 0.1 M, SLS 0.5%, acido deoxicdlico 0.2 %; 1 mg/ml lisozima; 40 U/ml mutanolisina;
20 mg/ml ARNasa). A las células resuspendidas se afiadioé un volumen igual de agarosa con bajo punto de fusién al
1.6% (FMC BioProducts, Rockland, ME, USA) y se dejo solidificar durante 1 h a 4 °C. Se transfirieron los insertos a 2
ml de tampodn de lisis Il (EDTA 0.5 M pH 9.2, N-lauril sarcosina 1% y pronasa 1 mg/ml) y se incubaron durante 48 h a
50 °C. Los insertos se lavaron a temperatura ambiente con tampén TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM pH 8.0). La
digestion total del ADN se realizd por separado con enzimas de restriccion Sfi-l y Sma-I (Roche Diagnostics).

Se realizé una electroforesis de campo pulsante usando un equipo CHEF DRIII (BioRad Laboratories). Los insertos
se cargaron en un gel de agarosa 1% (SeaKem ME gel de agarosa, FMC BioProducts, ME, EEUU). Los marcadores
de peso molecular de ADN fueron el Lambda ladder PFG Marker y el Low Range PFG Marker (New England
Biolabs). Después de la electroforesis, los geles fueron impregnados con bromuro de etidio y luz UV usando GelDoc
System (BioRad).

B) Resultados

La FIG. 1 muestra los perfiles de campo pulsante obtenidos. La cepa F1033 muestra un perfil de restriccion
gendmica similar a P. acidilactici R1001 después de la digestion con Sma-1. Pese a esto, el perfil gendmico obtenido
después de la digestion con la enzima Not-l es claramente diferente. Por otro lado, los perfiles de restriccion
gendmica de las cepas F2064 y F2076 son claramente diferentes entre ellos y también en comparacion tanto con las
cepas de L. plantarum 299v como con la cepa L. plantarum presente en la formula VSL#3.

8. Produccion de acidos grasos de cadena corta
A) Métodos

Las cepas fueron incubadas toda la noche (overnight) a 37 °C en condiciones microaerdfilas (5% CO2) en medio
basal (ver Tabla 5) suplementado con diferentes fibras, cada una (inulina, pectina y FOS) en una cantidad
especifica. Posteriormente, las células fueron descartadas por centrifugacion a 12.000 rpm durante 10 minutos y los
sobrenadantes fueron filtrados, congelados en nitrégeno liquido y conservados a -80 °C hasta su analisis por
cromatografia de gases, centrandose en la cantidad de acido acético, propidnico y butirico.
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TABLA 5
COMPUESTO CONCENTRACION
Peptona 24l
Extracto de levadura 24l
NaCl 0.14g/
KoHPO4 0.04 g/l
KH2PO4 0.04 g/l
MgS0,.7H20 0.01 g/l
CaCl2.6H.0 0.01 g/l
NaHCO3; 24l
Hemina 0.05 g/l
HCI Cisteina 0.54g/l
Sales biliares 0.54g/l
Tween 80 24l
Vitamina K1 10 ul
Inulina 10 g/l
Pectina 10 g/l
FOS 10 g/l

B) Resultados

ES 2437940 T3

Los acidos grasos de cadena corta (AGCCs) son el producto final de la degradacion de los carbohidratos en el
intestino grueso por parte de las bacterias anaerébicas. Los AGCCs, principalmente el acetato, el propionato y el
butirato suponen aproximadamente el 80% de la concentracién de aniones colénicos y son producidos en una
relacion molar constante de 62:22:15. Entre las diferentes propiedades, los AGCCs, especialmente el acido butirico,
pero también el acético y el propidnico, son faciimente absorbidos por la mucosa intestinal, tienen un contenido
caldrico elevado, son metabolizados por colonocitos y hepatocitos, estimulan la absorcién de sodio y agua en el
colon y son tréficos para la mucosa intestinal (D'Argenio G. et al., 1999). Por otro lado, es bien conocido que
cantidades elevadas de acido acético son irritantes en la mucosa intestinal (Yamada Y. et al., 1992). Las cepas
F1033, F2064 y F2076 son buenas productoras de acido acético, propionico o butirico.

TABLA 6: Acido acético, propiénico y butirico producidos por cepas cultivadas en un medio basal enriquecido con
inulina, pectina y FOS.

Cepa Acético (mg/ml) Propidnico (mg/ml) Butirico (mg/ml)
L. rhamnosus GG n.d n.d 7.7

F1033 n.d n.d 214

F2064 n.d 30.2 9.7

F2076 46.5 n.d n.d

(n.d.= no detectado)
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9. Compatibilidad con tratamientos para ESS.
A) Método

Se prepard un medio liquido suplementado disolviendo acido 5-aminosalicilico (Pentasa®, Ferring Pharmaceuticals)
a la maxima concentracion soluble (0.84 g/l) y a la mitad de dicha concentracion (0.42 g/l) en medio liquido MRS.
Las cepas de la invencion se cultivaron en medio liquido MRS estandar o medio liquido suplementado con acido 5-
aminosalicilico durante 4 h a 37 °C en condiciones microaerdfilas (5% CO3) y el crecimiento fue evaluado midiendo
la densidad optica a 620 nm. Los resultados se expresan como porcentaje de crecimiento en medio MRS estandar.

B) Resultados

Normalmente, el tratamiento prolongado de los sintomas leves o moderados de Ell se lleva a cabo con
aminosalicilatos orales (derivados del 5-ASA) (Katz J. A., 2007). Por lo tanto, resulta interesante evaluar si las cepas
probidticas de la invencion pueden ser co-administradas con derivados del 5-ASA. Teniendo en cuenta que el
crecimiento de ninguna de dichas cepas se inhibe completamente pese a las altas condiciones de astringencia, se
puede concluir que es probable que la co-administracidon con mesalazina no comprometa la eficacia del probidtico,
incluso usando concentraciones saturadas de mesalazina (0.84 g/l) como se muestra en la TABLA 7:

TABLA 7
4 h (% de crecimiento) 8 h (% de crecimiento)
0.42 g/l 0.84 g/l 0.42 g/l 0.84 g/
VSL#3 56.2 38.1 43.2 35.1
F1033 72.7 60.6 51.8 423
F2064 59.7 48.0 62.3 55.1
F2076 51.6 221 50.2 225

10. Efecto in vivo sobre la Inflamacion del Intestino inducida quimicamente.
A) Métodos

El efecto terapéutico de la composicion de la invencion sobre la inflamacion intestinal leve fue investigado con la
administracion oral repetida durante 5 dias de dextran sulfato sédico (DSS) en ratones (Okayasu I. et al., 1990).
Cuando se usa en dosis bajas (2.5-3%) por un corto periodo de tiempo, el DSS produce una colitis leve, con
inflamacion intestinal leve a nivel histolégico, pero sin cambios macroscopicos significativos (p.ej. acortamiento de
colon, adherencias mesentéricas).

Los sintomas externos incluyen pérdida de peso y diarrea, con rara ocurrencia de sangre en las heces. Por lo tanto,
este modelo es representativo de una colitis ulcerativa de grado leve.

Las cepas F1033, F2064 y F2076 fueron liofilizadas en agua estéril con un 15% de leche desnatada y un 4% de
sacarosa como crioprotectores y fueron mezcladas en cantidades iguales (relacion de concentracion 1:1:1).

Ratones Balb/c de ocho semanas de edad (Charles River, Barcelona, Espafia), de un peso entre 20-25 g, se
mantuvieron en condiciones libres de patégenos (CLP) en una camara de aislamiento (Harlan Iberica, Barcelona,
Espafia) a temperatura constante (22 °C) en ciclos de luz/oscuridad de 12 horas. Se distribuyeron los ratones a
razoén de 2 por jaula. Tuvieron libre acceso a la dieta esterilizada (dieta estandar de laboratorio, Harlan Iberica,
Barcelona, Espafa) y a la bebida. Los ratones se mantuvieron 7 dias en las instalaciones antes de empezar con los
experimentos (cuarentena). Los ratones se distribuyeron en uno de los cuatro grupos siguientes: a) composicion
probidtica de la invencién + DSS (n=8); b) VSL#3 (VSL Pharmaceutical, EEUU) + DSS (n=8); c) vehiculo + DSS
(n=8); y d) vehiculo + controles sanos (n=6).

Los probidticos (o vehiculos) fueron administrados por sonda durante los 10 dias anteriores (dia -10) a la
administracion de DSS (dia 0). Cada ratdn recibié diariamente 2.5 x 10° ufcs de probidtico en 0.1 ml de agua
destilada (vehiculo) por sonda. Los ratones no tratados con probiéticos recibieron el mismo volumen de vehiculo
(agua destilada con 15% de leche desnatada y 4% de sacarosa).

Los ratones fueron alimentados con DSS al 3% (p/v) (peso molecular 40 kD, Applichem Lifescience, VWR,
Barcelona) en el agua de bebida durante 5 dias (de los dias 0 al 4, seguido de tres dias sin DSS) de acuerdo con el
método descrito previamente (Okayasu |, et al. Gastroenterol 1990) con modificaciones menores. Los controles
sanos nunca recibieron DSS.

14



10

15

20

25

30

35

Se monitorizaron los signos clinicos. El indice de la Actividad de la Enfermedad (IAE) se calculé de acuerdo con la

ES 2437940 T3

siguiente formula y tabla de interpretacion:

IAE = Puntuacionpgrdida de peso T PUntuaCiénSangre en las heces T PUNtUACIONconsistencia de las heces

Los resultados se muestran en la TABLA 8:

TABLA 8
Pérdida  de|Puntuacion Sangre en las|Puntuacion Consistencia de las|Puntuacion
peso heces heces
<1% 0 Ausencia 0 Conformaydura |0
1-5% 1 Con forma pero|1
blanda
5-10% 2 Presencia 2 Heces blandas 2
10 - 15% 3 Diarrea leve|3
(acuosa)
> 15% 4 Sangrado grave |4 Diarrea grave 4

El indice de Actividad de la Enfermedad usado aqui fue descrito por primera vez por Cooper et al. y combina varios
sintomas clinicos en una puntuacion normalizada (Cooper H. S. et al., 1993). La puntuaciéon maxima son 12 puntos.
Esta puntuacion ha sido ampliamente usada para evaluar la eficacia de tratamientos experimentales, probiéticos
entre ellos, en modelos de Ell (Fitzpatrick L. R. et al., 2007; Grabig A. et al., 2006; Sasaki M. et al., 2005).

Después de ser sacrificados por sobredosis de anestésico inhalado de halotano (Fluotane®, Zeneca Ltd, UK), se
recogieron muestras de colon de los animales y se lavaron con PBS frio. Se apuntd la relacion peso del
colon/longitud. Las muestras para la determinacion de citoquinas fueron congeladas en nitrogeno liquido y
homogeneizadas con 1 mL de PBS frio con un cdctel inhibidor de proteina (Sigma-Aldrich Chem., Espafia) y
centrifugadas (15000 x g, 10 min). Las concentraciones de IL-6, IL-10, IL23p19, IFN-y y TNF-a en los sobrenadantes
colénicos se determinaron usando el Cytokine 6-Plex Assay (Procarta™ Cytokine Profiling Kit, PANOMICS, Spain)
de la plataforma Luminex® (Luminex® Co, Austin, USA). Se incubaron microparticulas fluorescentes con
anticuerpos especificos anti-citoquinas con 50 uL de sobrenadante diluido 1:5. Se afiadieron secuencialmente
anticuerpos secundarios marcados especificamente con biotina; y estreptavidina-ficoeritrina (S-PE). Los resultados
fueron expresados como pg de citoquina por mg de proteina (Quick Start Bradford Protein Assay, BIO-RAD, CA,
EEUU). Todas las determinaciones se realizaron por duplicado.

B) Resultados
indice de Actividad de la Enfermedad (IAE)

Como se muestra en la FIG. 2, el grupo que recibi6 la férmula probiodtica de la invencién mostré una mejora
significativa de los sintomas clinicos en comparacion con los tratados con DSS, en base al indice de Actividad de la
Enfermedad (p<0.05, ANOVA de dos colas con test post-hoc de Tukey-Kramer). Los controles sanos también
mostraron un indice de Actividad de la Enfermedad inferior (p< 0.05).

Niveles de citoquinas

El andlisis de varias citoquinas en la mucosa intestinal reveld que la formula probiética de la invencion disminuyd
significativamente los niveles de IL-6 en comparacion con los controles tratados con DSS (p< 0.01, ANOVA de dos
colas con test post-hoc Tukey-Kramer), mientras que el efecto de la férmula probiética comercial VSL#3 no alcanzé
la significacion (p> 0.05). La IL-6 es un marcador de inflamacion aguda (FIG. 3). Como cabe esperar, los niveles de
IL-6 en los controles sanos fueron también significativamente mas bajos a los controles tratados con DSS (p< 0.05).
Se encontré una correlacion estadisticamente significativa entre los sintomas clinicos (Puntuacion IAE) y los niveles
de IL-6 en la mucosa intestinal (p< 0.05, test de rangos de Spearman). Por otro parte, la correlacién entre los
sintomas clinicos e IL-10, IL-23, TNFa o IFNy no fue estadisticamente significativa, y la formulacién probidtica de la
invencion no afectd significativamente los niveles de estas citoquinas.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2437940 T3

11. Efecto in vivo sobre la Inflamacién Intestinal Espontanea
A) Métodos

También se investigaron los efectos terapéuticos de la formula probidtica de la invencion en el modelo de ratones
knock-out de IL-10. Este modelo desarrolla espontaneamente inflamacién intestinal a las 8-12 semanas de edad,
con una penetrancia del 80-90% (Scheinin T. et al., 2003). La interleuquina 10 (IL-10) es una citoquina reguladora
importante que suprime las funciones efectoras de macréfagos/monocitos, células T-helper 1 (Th1) y células natural
killer. Adicionalmente, la IL-10 aumenta la proliferacion y diferenciacion de células B. Los modelos murinos que no
tienen el gen de IL-10 desarrollan espontaneamente la enfermedad inflamatoria intestinal y tumores
gastrointestinales. La flora gastrointestinal se ha relacionado con la patogénesis de los estadios de dicha
enfermedad ya que los animales germ free (sin flora intestinal) no desarrollan la enfermedad. El ratéon knock-out de
IL-10 ha sido ampliamente utilizado para evaluar nuevas opciones terapéuticas para ElII.

Ratones C57B6J IL-10-deficientes o salvajes de seis semanas de edad Charles River, Barcelona, Espafa) se
mantuvieron en condiciones libres de patégenos (en inglés “specific pathogen free”, SPF) en una camara de
aislamiento (Harlan Ibérica, Barcelona, Espafia) a temperatura constante (22°C) en ciclos de luz/oscuridad de 12
horas. Los ratones tuvieron libre acceso a dietas esterilizadas (dietas basadas en la AIN-93 para mantenimiento
compuesta por un 12% de agua, 14.5% de proteina, 4% de grasa, 4.5% de fibra and 4.7% de cenizas; Harlan
Interfauna Ibérica S.A., Barcelona, Espafia) y a bebida.

Los ratones se distribuyeron en uno de los tres grupos: a) férmula probiética 1.3.1 (n=12 IL-10-/-; n=5 cepa salvaje);
b) VSL#3 (n=12 IL-10-/-); n=5 cepa salvaje); y c¢) vehiculo (n=12 IL-10-/-; n=5 cepa salvaje). Cada ratén en los
grupos “a” y “b” recibié diariamente 10° UFC de probidtico en agua de bebida esterilizada (vehiculo). Los ratones no
tratados con probidtico (grupo placebo) recibieron solo vehiculo. Los probiéticos (o el vehiculo) fueron administrados
durante diez semanas. Los signos clinicos fueron monitorizados diariamente. El indice de Actividad de la
Enfermedad (Cooper H. S. et al., 1993) fue calculado como en el modelo de inflamacién intestinal inducido con DSS

(ver mas arriba).

Los ratones de dieciséis semanas de edad fueron sacrificados por sobredosis de anestésico por inhalacién de
halotano (Fluotane®, Zeneca Ltd, UK). Se recogieron las muestras de colon de los animales y se limpiaron con PBS
frio. También se recogieron muestras de sangre por puncién cardiaca para analizar el hematocrito y la concentracion
de hemoglobina (Analizador Coulter MaxM con autocarga, lzasa, Espafia). Se registro la relacion peso de
colon/longitud). Posteriormente, los colones fueron congelados con nitrégeno liquido y se determinaron las
citoquinas IL-6 y IFNy usando el mismo protocolo que para el modelo de inflamacién inducida DSS (ver mas arriba).

B) Resultados
indice de Actividad de la Enfermedad

Como se muestra en la FIG. 4, se observé un retraso significativo en el comienzo de los sintomas clinicos en las
grupos tratados con la composicion de la invencion y con la formula comercial VSL#3 en comparacion con los
controles tratados con vehiculo (p < 0.01, ANOVA de dos colas con test post-hoc de Tukey-Kramer). Adicionalmente,
los grupos tendieron a mostrar puntuaciones del indice de Actividad de la Enfermedad inferiores, aunque las
diferencias no alcanzaron la significacion (resultados no mostrados).

Niveles de citoquinas

El analisis de varias citoquinas revel6 que la composicion probidtica de la invencién disminuia significativamente los
niveles de IFNy en ratones knock-out en comparacion tanto con los knock-outs tratados con vehiculo (p<0.01, para
una ANOVA no paramétrica de dos colas con test post hoc de Dunn) como con los tratados con férmula comercial
VSL#3 (p<0.05). De hecho, como se muestra en la FIG. 5, los niveles de IFNy alcanzaron los mismos niveles que los
controles salvajes sanos. Adicionalmente, como se deriva de la FIG. 6., también hubo una tendencia clara por parte
de las formulas probiéticas de reducir los niveles de IL-6, aunque el resultado no alcanzé la significacion debido a la
gran desviacion entre los ratones knock-out tratados con vehiculo.

Se encontré una correlacion significativa entre la severidad de los sintomas clinicos (indice de Actividad de la
Enfermedad) y los niveles de IFNy al final del estudio en la mucosa colénica determinados después del sacrificio
(p<0.05, test de rangos de Spearman) (resultados no mostrados).

Seguridad de la Férmula Probidtica

Los signos clinicos (pérdida de peso, comportamiento alterado, aspecto del pelaje, diarrea y sangre en las heces) se
monitorizaron diariamente en los animales salvajes que recibieron durante 10 semanas dosis diarias de la férmula
probidtica de la invencion, la formula VSL#3 o el vehiculo. No se detectaron signos de morbilidad durante el estudio.
En el momento del sacrificio, se les realizé una necropsia macroscopica. El analisis de las cavidades mayores y los
6rganos no reveld ninguna alteracion patologica (resultados no mostrados.
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12. Eficacia In Vivo en sujetos con SlI
A) Métodos
Disefio del estudio

Se realizé un estudio clinico multicéntrico, aleatorizado, doble ciego, controlado con placebo para estudiar el efecto
de la composicién de la invencion en pacientes con Sll.

Se llenaron capsulas de hidroximetilpropil celulosa con: (1) 150 mg de maltodextrina, (2) 5 mg de estearato de
magnesio, (3) 5 mg de didxido de silicona y (4) 200 mg de una mezcla 1:1:1 de las tres cepas de la invencion (en
una concentracion de 5:10" ufcs/capsula). Adicionalmente se fabricé un placebo con la misma lista y cantidad de
excipientes pero sin incluir la composiciéon de la invencion. El contenido de las capsulas durante el estudio oscild
entre 510"y 1-10'° ufcs.

Se reclutaron 33 pacientes elegibles de ambos sexos que cumplian el criterio de Rome Il para sindrome de intestino
irritable (Longstreth G. F. et al., 2006) y se distribuyeron aleatoriamente en uno de los siguientes tratamientos
durante 6 semanas: a) la capsula que incluia la composicion de la invencion una vez al dia (n=18); y b) la capsula
placebo una vez al dia (n=15). El estudio se realizé de acuerdo con la Declaracion de Helsinki para Estudios Clinicos
y fue aprobado por el Comité Etico apropiado.

Evaluacion de la eficacia

La finalidad principal de este estudio era evaluar el efecto global sobre la calidad de vida relacionada con la salud
(de aqui en adelante referida como HRQOL) evaluada usando un cuestionario especifico para Sll: la version
espafiola validada de los IBSQOL (Badia X. et al., 2000). Siguiendo las indicaciones de la Asociacion Espafiola de
Gastroenterologia, las puntuaciones fueron estandarizadas a una escala de 0-100. El objetivo secundario era la
evaluacion de la ansiedad relacionada con los sensaciones y sintomas gastrointestinales mediante un cuestionario
validado del indice de Sensibilidad Visceral (de aqui en adelante referida como “VSI”) (Labus J. S. et al., 2004). Se
pidi6 a los voluntarios que rellenaran estos cuestionarios en la linea base (dia 1), en el dia 21 y en el dia 42. Los
resultados fueron analizados segun el criterio de intencién de tratar. Los resultados se muestran en las FIGs. 7 y 8.

B) Resultados
Caracteristicas basales

No hubo diferencias significativas evidentes entre los grupos en lo que se refiere a caracteristicas basales, como se
puede observar en la Tabla 9, indicando que los sujetos de ambos grupos eran comparables en relacion a las
variables evaluadas. Los grupos también fueron comparables en términos de parametros bioquimicos estandar
basales, parametros antropométricos, edad y sexo.

TABLA 9: Puntuaciones a nivel basal para los dos grupos de tratamiento

Grupo Capsula incluyendo la composicion de la invencion | Placebo (n=15)

(n=18) Mejora en la

Calidad de
35 Vida
IBSQOL 457+7.9 48.2 +19.2 relacionada
con la Salud
VSI 34.9+13.3 41.2+11.8 (FIG. 7)

La
composicion de la invencion mejord significativamente la calidad de vida relacionada con la salud en comparacion
con el placebo cuando se evalué tanto a los 21 como a los 42 dias de tratamiento (p<0.05, test-T). Por lo tanto,
queda demostrado que la presente invencion reduce significativamente la morbilidad y mejora la calidad de vida de
sujetos con Sl muy por encima del efecto placebo. El efecto positivo de la composicién incluye malestar relacionado
con la comida, ansiedad, interferencia con actividades diarias y alteraciones de los ciclos del suefio de los
cuestionarios HRQOL. Las mejoras en estas escalas sugieren una reduccion en el dolor abdominal, en el malestar y
en las alteraciones de los habitos intestinales. Dentro de nuestro conocimiento, esta es la primera vez que se
observa que una composicion probidtica muestra un efecto significativo en la calidad de vida relacionada con la
salud en pacientes con SlI.

Mejora en el indice de Sensibilidad Visceral (FIG. 8)

La composicion de la presente invencion redujo significativamente la sensibilidad visceral especifica de sintomas
gastrointestinales de sujetos con SlI en comparacién con el placebo. El efecto estuvo cerca de la significacion tras
21 dias de tratamiento, y fue claramente significativo después de 42 dias de tratamiento (p<0.01, test-T),
confirmando de nuevo la utilidad de la composicién de la presente invencion en el tratamiento de Sll. La mejora mas
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notoria se observé en los items del cuestionario relacionados con el malestar y la hinchazén abdominales.
Particularmente, la TABLA 10 muestra el niumero de sujetos que reportaron una mejora significativa relacionada con
la hinchazoén y la distension (definidas por el incremento de por lo menos dos puntos en comparacién con la linea
base en la escala de 6 puntos del cuestionario VSI que evalia la ansiedad relacionada con la hinchazén y la
distension) al final del tratamiento. La diferencia entre los dos grupos es estadisticamente significativa (p< 0.05, test
del exacto de Fisher).

TABLA 10. Efecto sobre la ansiedad relacionada con la hinchazén y la distensiéon abdominales, en base al
cuestionario VSI, después de 42 dias de tratamiento.

Ansiedad relacionada a la | Capsula que incluye la composicién | Placebo (n = 15)
hinchazén y a la distension de la invencion (n=18)

Sujetos que reportan una mejoraen | 7 1
comparacion con la linea base

Sujetos que no reportan una mejora | 11 14
en comparacion con la linea base

A partir de los resultados obtenidos se concluye en consecuencia que la composicion de la invencion es efectiva en
el tratamiento de la distension y la hinchazén abdominales.

13. Efecto sobre la Hinchazén Abdominal y Movimientos Intestinales Reducidos.

Una mujer de 25 afos sufria de hinchazén abdominal crénica y motilidad intestinal alterada, reportando en
ocasiones movimientos intestinales tan escasos como uno por semana. El diagnostico revel6 un estdémago
hipoténico e hipocinético, sin evidencia de otras alteraciones estructurales en el tracto gastrointestinal.

La paciente siguio un tratamiento de una capsula por dia (como las descritas en el ejemplo 12). Después de una
semana de tratamiento la paciente reportd una reduccion significativa de la hinchazoén y la distension abdominales y
una normalizacion de los habitos intestinales. Los sintomas reaparecieron tras cesar el tratamiento durante unos
dias. Después de retomar el tratamiento en forma de una capsula cada dos dias, la paciente reporté nuevamente un
efecto notable y duradero tanto sobre la hinchazén como sobre los habitos intestinales.

Este ejemplo sustenta el uso de la composicion de la invencién para el tratamiento de la hinchazén abdominal y la
alteracion de la motilidad intestinal en sujetos que no hayan sido clasificados como Sindrome de Intestino Irritable.
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REIVINDICACIONES

1. Composicion que comprende una cantidad efectiva de Lactobacillus plantarum CECT 7484, Lactobacillus
plantarum CECT 7485, y Pediococcus acidilactici CECT 7483.

2. Composicion como se define en la reivindicacion 1, para su uso como probiético.
3. Composicién como se define en la reivindicacién 1, para su uso como medicamento.
4. Composicion como se define en la reivindicacion 1, para su uso como agente inmunomodulador.

5. Composicion como se define en la reivindicacion 1, para su uso en la prevencion y/o el tratamiento de la
inflamacion del intestino.

6. Uso de la composiciéon como se define en la reivindicaciéon 1, para la fabricacion de un medicamento para la
prevencion y/o el tratamiento de la inflamacion del intestino.

7. Composicion segun la reivindicacion 5 o uso segun la reivindicacion 6, en la prevencion y/o el tratamiento de la
enfermedad inflamatoria intestinal.

8. Composicion segun la reivindicacion 1, para su uso en la prevencion y/o el tratamiento del sindrome del intestino
irritable.

9. Composicidon segun la reivindicacion 1, para su uso en la prevencion y/o el tratamiento de la distension y la
hinchazén abdominales.

10. Producto farmacéutico que comprende una cantidad efectiva de la composicion como se define en la
reivindicacion 1, junto con cantidades apropiadas de excipientes farmacéuticamente aceptables.

11. Producto veterinario que comprende una cantidad efectiva de la composicion como se define en la reivindicacion
1, junto con cantidades apropiadas de excipientes veterinariamente aceptables.

12. Producto comestible que comprende una cantidad efectiva de la composicién como se define en la reivindicacion
1, junto con cantidades apropiadas de otros ingredientes comestibles.

13. Producto comestible segun la reivindicacion 12, que es un complemento alimenticio.

14. Cepa de Lactobacillus plantarum depositada en la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo bajo el nimero de
acceso CECT 7484.

15. Cepa de Lactobacillus plantarum depositada en la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo bajo el nimero de
acceso CECT 7485.

16. Cepa de Pediococcus acidilactici depositada en la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo bajo el nimero de
acceso CECT 7483.

17. Método para obtener un mutante de Lactobacillus plantarum CECT 7484, Lactobacillus plantarum CECT 7485, o
Pediococcus acidilactici CECT 7483, que comprende utilizar la cepa depositada como material de partida y aplicar
mutagénesis, donde el mutante obtenido retiene o mejora las actividades anti-inflamatoria, inmunomoduladora, anti-
SlI o anti-hinchazén abdominal de las cepa depositada original.
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