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DESCRIPCION
Uso de lactobacilus para el tratamiento de enfermedades autoinmunes
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al uso de al menos una cepa bacteriana probidtica seleccionada a partir de
Lactobacillus para la fabricacion de una composicion farmacéutica para el tratamiento y/o prevencion de una
enfermedad autoinmune.

Antecedentes de la técnica

Las bacterias probioticas se definen como microorganismos vivos que cuando se administran en cantidades
adecuadas tienen un efecto beneficioso sobre el huésped. Lactobacilos y bifidobacterias son las bacterias utilizadas
con mayor frecuencia en productos probitticos. Generalmente, estas bacterias son seguras, por eso los probidticos
se basan en estos organismos. Esta ausencia de patogenicidad se extiende a todos los grupos de edades y a
individuos inmunocomprometidos. Se ha demostrado que la ingestion de diferentes bacterias probidticas tiene
beneficios clinicos en diversas situaciones fisioldgicas o patoldgicas. Los efectos de corte mas claros se observaron
en la diarrea causada por tratamiento con antibiético o infeccién por rotavirus. También existen estudios en los que
se muestran los efectos clinicos positivos sobre enfermedades intestinales inflamatorias, dermatitis atdpicas e
hipercolesterolemia tras la ingestion de bacterias probidticas. EI mecanismo por que cual las bacterias probioticas
contribuyen a estas mejoras clinicas no esta claro. Estudios in vitro en humanos, asi como estudios animales tanto in
vitro como in vivo han mostrado que diferentes especies de lactobacilos afectan al sistema inmunoldégico innato y
adquirido de muchas formas diferentes.

Los estudios clinicos han mostrado principalmente la estimulacion del sistema inmunolégico celular innato y la
potenciacion de las respuestas inmunitarias humorales frente a infecciones naturales y a inmunizacion sistémica u
oral. Con respecto a los efectos del sistema inmunolégico innato, se ha descrito un aumento de la actividad
fagocitica de las células polimorfonucleares (PMN) y un aumento de la actividad NK de muerte de células tumorales.
A nuestro entender, no hay estudios clinicos en los que se muestren los efectos sobre el sistema inmunolégico
celular especifico tras la ingestion de bacterias probidticas.

En la presente solicitud se han estudiado exhaustivamente, entre otras cosas, los efectos sobre el sistema
inmunolégico innato y adquirido tras la ingestion diaria de lactobacilos o la bacteria gram positiva P. lundensis.
Curiosamente, se ha observado una activacion del sistema inmunoldgico celular especifico en sujetos que recibieron
L. plantarum e indicaciones de esto en sujetos que recibieron L. paracasei. Ademas, en los sujetos que recibieron
diferentes especies de lactobacilos se observaron efectos de potenciacion de la inmunidad sobre el sistema
inmunoldgico innato, como la expansion de la poblacion de células NKT y el aumento de la actividad fagocitica. La
ingestion de la bacteria gram negativa P. lundensis no tenia efectos, en absoluto, sobre los diferentes parametros
inmunolégicos medidos en este estudio.

Un problema en aumento en el mundo occidental son las enfermedades autoinmunes o relacionadas con la
autoinmunidad donde el sistema inmunoldgico del individuo humano se ataca a si mismo por error y el individuo
puede caer muy enfermo. Las enfermedades autoinmunes pueden afectar al tejido conjuntivo y a muchas otras
partes del organismo tales como érganos especificos como la piel, los nervios, el cerebro, los pulmones, los rifiones
y las articulaciones. Un ejemplo de enfermedad autoinmune en los nervios y el cerebro es la esclerosis multiple y en
la piel un ejemplo es la psoriasis. Las enfermedades autoinmunes toman muchas formas diferentes y también hay
muchos tratamientos para ellas. El tratamiento depende del tipo de enfermedad y del érgano afectado.

Existe la necesidad dentro de la técnica de aliviar y tratar los sintomas relacionados con las enfermedades
autoinmunes, asi como proporcionar un tratamiento preventivo antes de que se desarrolle la enfermedad. Estos
problemas son el tema de la presente invencion que sera aparente a partir de la siguiente descripcion.

Resumen de la invencion

Un objeto de la presente invencion es el uso de al menos una cepa bacteriana probidtica seleccionada a partir de
Lactobacillus para la fabricacion de una composicion farmacéutica para el tratamiento y/o prevencion de una
enfermedad autoinmune.

Otro objeto de la presente invencién es un procedimiento para el tratamiento de una enfermedad autoinmune, en el
que se administra a un individuo al menos una cepa bacteriana probiotica seleccionada a partir de Lactobacillus.

Breve descripcion de los dibujos

En la figura 1 se muestra el nimero de voluntarios que refirieron cualquier efecto gastrointestinal adverso menor
durante el ensayo clinico.
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En la figura 2 se muestran los valores iniciales (dia 0) de diferentes linfocitos por ml de sangre (medias + (EMT))

En la figura 3 se muestran los porcentajes iniciales (dia 0) o la MGIF (media + (EMT)) de linfocitos positivos para la
activacion de diferentes células y marcadores de memoria.

Figura 4. Los sujetos fueron asignados aleatoriamente a nueve grupos diferentes del estudio. El ensayo clinico se
inicio con un periodo de lavado de dos semanas. A continuacion, siguio el periodo activo del estudio. Durante este
periodo, los sujetos consumieron una dosis del producto del estudio al dia durante 14 dias (grupos de L. plantarum
Heal 19, L. fermentum, L. paracasei, L. gasseri, L. rhamnosus y P. lundensis) o 35 dias (grupos de L. plantarum 299v
y placebo). Cada dosis contenia 10'® unidades formadoras de colonias (UFC) (grupos de lactobacilos) o 10° UCF de
bacterias (grupo de P. lundensis).

Figura 5. Los porcentajes de linfocitos que expresan los fenotipos de activacion CD8CD25, CD8HLA-DR, CD4CD25
y CD4HLA-DR se analizaron mediante citometria de flujo. Se muestran las medias por grupo (xETM) en funcion de
los cocientes individuales, dia 14/dia 0 y dia 35/dia O (solo para el grupo de L. plantarum 299v y el placebo).

Figura 6. Los porcentajes de linfocitos que expresan los fenotipos de memoria CD8CD45R0O y CD4CD45R0 se
analizaron mediante citometria de flujo. Se muestran las medias por grupo (tETM) en funcion de los cocientes
individuales, dia 14/dia 0 y dia 35/dia O (solo para el grupo de L. plantarum y el placebo).

Figura 7. Los porcentajes de linfocitos positivos para los marcadores de células NKT (CD56CD16CD3) se analizaron
mediante citometria de flujo. Los calculos por grupos se basan en los cocientes individuales (dia 14/dia 0).

Figura 8. La actividad fagocitica de los neutréfilos se analizé incubando las células de sangre completa con E. coli o
S. aureus marcado con FITC. El cociente entre los valores medios de fluorescencia el dia 14 y el dia 0 se determind
individualmente y en esta figura se muestran los calculos por grupo.

En la figura 9 se muestra el tratamiento profilactico del desarrollo de EAE, peso corporal y los sintomas clinicos
(experimento 3).

En la figura 10 se muestra el tratamiento terapéutico de la inflamacioén crénica en el tratamiento de la EAE iniciado el
dia posterior a su aparicion (experimento 3).

En las figuras 11 y 12 se muestra el retraso en la aparicion de EAE administrando L. paracasei 8700:2 o L.
plantarum HEAL 9 en comparacioén con el control.

En la figura 13 se muestra que la EAE se suprimia mediante una mezcla de las cepas probidticas L. paracasei
8700:2, L. plantarum HEAL 9y L. plantarum HEAL 19. Ademas se muestra que el efecto de supresion se interrumpia
eliminando las células T CD4+.

En la figura 14 se muestra que la EAE se suprimia mediante una mezcla de L. paracasei 8700:2, L. plantarum HEAL
9y L. plantarum HEAL 19 en comparacién con el control, metotrexato y L. delbrueckii.

En la figura 15 se muestra el cociente de linfocitos que expresan los fenotipos de activacion CD4CD25 a partir del
experimento 2.

En la figura 16 se muestra el cociente de linfocitos que expresan los fenotipos de activacién CD4"CD25™" a partir del
experimento 2.

En la figura 17 se muestra el cociente de linfocitos que expresan los fenotipos de activacion CD8+HLA-DR+ a partir
del experimento 2.

En la figura 18 se muestra el cociente de linfocitos que expresan los fenotipos de activacién CD8'CD25" a partir del
experimento 2.

En la figura 19 se muestra el cociente de linfocitos que expresan los fenotipos de activacion CD4CD95R0 del
experimento 2.

Descripcion detallada de la invencién

En una realizacién de la invencién al menos una cepa bacteriana probiética seleccionada a partir de Lactobacillus se
usa en la fabricacion de una composiciéon farmacéutica para el tratamiento de una enfermedad autoinmune
seleccionada entre una autoinmunidad especifica de 6rgano seleccionada a partir de esclerosis multiple (EM),
soriasis, artritis reumatoide, colitis ulcerosa, diabetes mellitus de tipo | o lupus sistémico.
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En el presente contexto la expresion «tratamiento y/o prevencion» incluye un tratamiento profilactico de un individuo,
es decir, el tratamiento con la bacteria probiotica se inicia antes de que se desarrolle la enfermedad para prevenirla
asi como un tratamiento de una enfermedad que ya se ha desarrollado en un individuo. En este ultimo caso, se
espera, por ejemplo, un alivio de los sintomas o que se potencie el estado general del paciente o este se cure de la
enfermedad. Por tanto, el individuo puede ser una persona en riesgo de desarrollar o no una enfermedad
autoinmune, o es ya un paciente enfermo.

El Lactobacillus utilizado segun la descripcion puede seleccionarse, pero sin limitaciones, a partir del grupo
compuesto por Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus paracasei
y Lactobacillus gasseri.

Otras cepas de bacterias probidticas, distintas a las que se describen explicitamente en este documento, pueden
utilizarse de forma natural segun la presente descripcion siempre que proporcionen los efectos deseados, es decir,
tengan un efecto preventivo sobre una enfermedad autoinmune o los sintomas de una enfermedad autoinmune.

El Lactobacillus plantarum utilizado segun la invencion puede seleccionarse, pero sin limitaciones, a partir del grupo
compuesto por Lactobacillus plantarum 299, DSM 6595, Lactobacillus plantarum 299v, DSM 9843, Lactobacillus
plantarum HEAL 9, DSM 15312, Lactobacillus plantarum HEAL 19, DSM 15313 y Lactobacillus plantarum HEAL 99,
DSM 15316.

El Lactobacillus paracasei utilizado segun la descripcion puede seleccionarse, pero sin limitaciones, a partir del
grupo compuesto por Lactobacillus paracasei 8700:2, DSM 13434 y Lactobacillus paracasei 02A, DSM13432.

El Lactobacillus gasseri utilizado segun la descripcion puede seleccionarse, pero sin limitaciones, a partir de
Lactobacillus gaseri VPG44, DSM 16737.

En ofra realizacion de la invencion se usan al menos dos cepas probidticas segun se definié anteriormente para el
tratamiento y/o prevencion de dicha enfermedad autoinmune.

En la realizacién donde se usan al menos dos cepas probiéticas para el tratamiento pretendido, se pretende que al
menos dichas dos cepas se administren de forma secuencial o simultanea. Por tanto, las cepas pueden
administrarse en una mezcla en una composicion o puede administrarse en una secuencia independientemente en
diferentes composiciones.

En una realizaciéon adicional de la invenciéon dicha composicion farmacéutica es una formulacién liquida o una
formulacién sélida en la que dicha formulacién sélida se selecciona a partir del grupo compuesto por comprimidos,
comprimidos para chupar, caramelos, comprimidos masticables, chicles, capsulas, sobres, polvos, granulados,
particulas recubiertas y comprimidos recubiertos, comprimidos y capsulas gastrorresistentes y tiras y peliculas
dispersables y dicha formulacion liquida se selecciona a partir del grupo compuesto por soluciones orales,
suspensiones, emulsiones y jarabes.

AuUn en una realizacion adicional de la invencion dicha composicién comprende un material vehiculo, en el que dicho
material vehiculo se selecciona independientemente, pero sin limitaciones, a partir del grupo compuesto por papilla
de harina de avena, alimentos fermentados con acido lactico, almidén resistente, fibras alimentarias, hidratos de
carbono y proteinas glucosiladas.

En una realizacién adicional de la invencion, dicha composicion farmacéutica se selecciona, pero sin limitaciones, a
partir de un alimento médico, un alimento funcional, un suplemento alimenticio, un producto nutritivo o una
preparacion alimenticia. Por tanto, la expresion «composicion farmacéutica» segun se utiliza en este documento no
significa necesariamente una composicion farmacéutica en su sentido normal como un medicamento, sino que
también puede ser un producto dentro del campo de los alimentos médicos, alimentos funcionales, suplementos
alimenticios, productos nutritivos y productos alimenticios. Cuando se trata de un producto alimenticio, puede
seleccionarse, pero sin limitaciones, a partir de bebidas, yogures, zumos, helados, panes, galletas, cereales, barritas
energéticas y alimentos para untar.

Por tanto, el uso de una composicién segun la invencién puede ser muy beneficioso en el sentido de ser Util desde
un punto de vista profilactico, es decir, antes de que se desarrolle la enfermedad autoinmune. Puesto que la
composicion farmacéutica utilizada no es necesariamente un medicamento en un sentido normal, sino que también
puede ser un suplemento alimenticio o un alimento funcional, es muy conveniente para un individuo sano normal
tomar la composicién de la invencién de forma profilactica.

En una realizacién de la invencién, cada una de las cepas se presenta en la composiciéon en una cantidad de
aproximadamente 1x10°% a aproximadamente 1x10" UFC, preferiblemente de aproximadamente 1x10% a
aproximadamente 1x10"2 y, mas preferiblemente de aproximadamente 1x10° a aproximadamente 1x10™".

La composicion farmacéutica segun la invencion también puede comprender otras sustancias, como un vehiculo
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inerte, o adyuvantes, vehiculos, conservantes, etc., farmacéuticamente aceptables que son todos bien conocidos por
los expertos en la materia.

Ejemplos

Ejemplo 1

Sujetos v criterios del ensayo clinico

Se seleccionaron 57 voluntarios aparentemente sanos dentro del intervalo de edad de 18 a 55 afios (mediana de
26 afos) para este estudio ciego controlado con placebo. Los sujetos se asignaron aleatoriamente a ocho grupos,
que recibieron cada una de las siguientes bacterias gram positivas: L. plantarum 299v (n=7), L. plantarum Heal 19
(n=7), L. fermentum 35D (n=7), L. paracasei 8700:2 (n=7), L. gasseri VPG44 (n=7), L. rhamnosus 271 (n=7) o la
bacteria gram negatlva P. lundensis (n=7) o placebo (n=10). La dosis de bacterias era de 10'® bacterias/dia para los
lactobacilos y 10° bacterias/dia para P. lundensis. EI grupo control tomé leche desnatada en polvo (1 g).
Dependiendo del grupo, el estudio tenia un periodo de duracién de 6 o 9 semanas que consistia en dos semanas de
periodo de lavado, 2 o 5 semanas de periodo de estudio activo y 2 semanas de periodo de seguimiento (fig. 4). A
cada sujeto se le administré una lista de productos que contenian productos probiéticos, que no debian consumirse
durante todo el periodo del estudio. Se obtuvieron muestras de sangre periférica de los sujetos mediante
venopuncion en dos o tres puntos temporales, el dia 0, el dia 14 y el dia 35. Durante el ensayo clinico se llevé un
diario en el que cada sujeto indico los efectos adversos, el estado de salud y la confirmacion de la ingestion del
producto del estudio.

Citometria de flujo

El analisis fenotipico de los linfocitos en sangre completa se realiz6 mediante citometria de flujo. Se usaron los
siguientes anticuerpos monoclonales antihumanos como marcadores de superficie para diferentes poblaciones
celulares: CD3 FITC (SK7), CD4 APC (SK3), CD8 PerCP (SK1), CD19 PerCP (SJ25C1), CD56 PE (MY31), CD16
PE (B73.1) y CD5 FITC (L17F12). Se usaron los siguientes anticuerpos monoclonales antihumano para la deteccion
de diferentes marcadores de activacion y de memoria: CD25 FITC (2A3), HLA-DR PE (L243), CD45RO PE (UCHL-
1), CD38 PE (HB7), CD27 PE (L128) y CD11b PE (D12). Todos los anticuerpos se obtuvieron de Becton-Dickinson
(Erembodegum, Bélgica). La sangre completa (100 pl) se incubd con los anticuerpos (10 pl/anticuerpo) durante
30 min a 4°C en oscuridad. A continuacion se afiadieron 2 ml de solucion de lisis para FACS (Becton-Dickinson) y se
incubd durante 15 min a 20°C en oscuridad. Las células se lavaron afiadiendo 3 ml de FACSFlow y se centrifugaron
a 300 x g durante 5 min. Las células lavadas se resuspendieron en 200 pyl de FACSFlow y se analizé en un
FacsCalibur (Becton-Dickinson) con el software CellQuest.

Ensayo de fagocitosis

La actividad fagocitica de los granulocitos y monocitos se cuantificdé con PHAGOTEST® (Orpegen Pharma,
Heldelberg Alemania) segun las indicaciones del fabricante con algunas modificaciones. Brevemente, se afiadieron
20 x 10° bacterias E. coli marcadas con FITC o S. aureus marcadas con FITC a sangre completa previamente
enfriada (100 pl). Las células sanguineas y las bacterias se incubaron a 37°C para 10 FacsCalibur con el software
CellQuest.

Calculos

Las variaciones individuales con respecto a diferentes parametros inmunolégicos se determinaron calculando el
cociente entre los valores individuales obtenidos a dia 14 y a dia 0, o los valores a dia 35 y a dia 0. Estos cocientes
se usaron para realizar los calculos y la estadistica de todos los grupos.

Estadistica

Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando Stat-view. Se usd la prueba U de Mann-Whitney para
comparar diferentes grupos.

RESULTADOS

Observaciones clinicas

Completaron el estudio 54 de los 57 voluntarios. Se excluyd a dos personas debido a una infeccion y al tratamiento
con antibiéticos (uno del grupo de placebo y otro del grupo que recibié P. lundensis). Se excluy6 a una persona el
dia 16 debido a que estaba embarazada (grupo de placebo). Solo se notificaron efectos secundarios
gastrointestinales adversos leves tras la ingestion de productos del estudio (fig. 1).

La ingestion de lactobacilos activa a las células T
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Se observaron grandes variaciones individuales iniciales (dia 0) con respecto a los marcadores de activacion de
células T CD4+ y CD8+. Los porcentajes iniciales de células que expresaban los diferentes marcadores celulares de
superficie se muestran en la fig. 2. No se observaron diferencias significativas entre los diferentes grupos en este
punto temporal. Puesto que se observaron enormes variaciones interindividuales, se opté por comparar los valores
del cociente a dia 14 y a dia 35 en comparacion con el dia 0 para cada individuo. Todos los calculos y
comparaciones se realizaron en base a estos valores del cociente (dia 14/dia 0 y dia 35/dia 0). Después de 14 dias
de ingestion del producto del estudio que contenia L. plantarum 299v se observé un aumento de aproximadamente
el doble en la expresion del marcador de activacion CD25 sobre las células T CD8+ (p=0,01) (fig. 5). También se
observé una fuerte, aunque no significativa (p=0,12), indicacion de regulacion por incremento de HLA-DR en células
CD8+ tras la ingestion de L. plantarum 299v. Ademas, también se observé una tendencia a la activacion de células T
CD4+ tras la ingestion de L. plantarum 299v. La ingestion de las otras especies de lactobacilos incluidas en este
estudio, asi como la bacteria gram negativa P. lundensis no activaba a las células T CD8" ni a las CD4". Sin
embargo, se observd una tendencia a que la ingestion de L. paracasei aumentara la expresion de HLA-DR en
células T CD4+ (p=0,18).

La ingestion de lactobacilos induce un fenotipo de memoria de células T CD4+

Las medias geométricas de la intensidad de fluorescencia (MGIF) de la expresion de CD45RO en células T CD4+y
CD8+ se compararon entre grupos que recibieron diferentes productos del estudio. Como anteriormente, los calculos
de grupo basados en los valores individuales del cociente (dia 14/dia 0 y dia 35/dia 0) se usaron para las
comparaciones. Después de 35 dias de ingestion del producto del estudio que contenia L. plantarum 299v,
aumentaba de forma significativa la MGIF de CD45RO en células T CD4+ (p=0,03). También se observd una
tendencia al aumento de la expresion de CD45R0O en células T CD8+ tras la ingestién de L. plantarum (fig. 6).
Ademas, la ingestion de L. paracasei parecia tener un efecto positivo sobre la regulacién por incremento de
CD45RO en células T CD8+ (p=0,10) (fig. 6).

Efecto sobre diferentes poblaciones celulares tras la ingestiéon del producto del estudio

Tras la ingestion de L. paracasei se observé un aumento en el porcentaje de linfocitos identificados como células
NKT (p=0,06) (fig. 7). No se pudo detectar un aumento/disminucion relativo en comparacién con el dia 0 con
respecto a otras poblaciones celulares como células T CD4+, células T CD8+, células B, células B-1 (CD19+CD5+),
células NK, granulocitos y monocitos.

Actividad fagocitica

Los granulocitos y monocitos se identificaron en el diagrama FSC-SSC. Se analiz6 la capacidad de estas células
para fagocitar bacterias gram positivas o gram negativas marcadas con FITC. Como se muestra en la fig. 8, los
granulocitos de voluntarios a los que se administré L. plantarum 299v (p=0,064), L. plantarum Heal 19 (p=0,064), L.
fermentum (p=0,064) o L. paracasei (p=0,05) eran mas eficaces que los granulocitos de los voluntarios tratados con
placebo en la fagocitosis de la bacteria gram negativa E. coli. Sin embargo, no se observaron diferencias entre los
grupos en la fagocitosis de la bacteria gram positiva S. aureus. No pudieron detectarse diferencias en la actividad
fagocitica de los monocitos (datos no mostrados).

Discusién

El principal cometido del sistema inmunolégico es reaccionar rapida y violentamente frente a microorganismos
previniendo y curando de este modo las infecciones. Para matar los microorganismos se emplean poderosos
mecanismos que también pueden dafiar nuestros propios tejidos. Por tanto, es necesario que no reaccionen con
nuestros tejidos ni que haya sustancias nocivas en el entorno. Asi, el sistema inmunolégico desarrolla y mantiene la
tolerancia tanto a los componentes de nuestro propio organismo como a alimentos y proteinas inhaladas. Si esto
falla, pueden aparecer varias enfermedades. Los medios para desarrollar tolerancia inmune especifica son una tarea
esencial del sistema inmunoldgico.

Las células T colaboradoras tienen una funcién principal en todas las reacciones inmunitarias. Cuando una célula T
colaboradora es activada por su antigeno especifico, esta se activa, divide, madura y produce una variedad de
citoquinas que dirigen la accién de otros tipos de células en el sistema inmunoldgico, como células T citotoxicas y
células B. La activacion de las células T colaboradoras es necesaria para producir la mayor parte de los tipos de
reacciones inmunitarias, incluyendo la produccion de anticuerpos. Por el contrario, si se evita la activacion de las
células T colaboradoras, se paralizan la mayoria de los tipos de reacciones inmunitarias.

Existen varios mecanismos por los que se asegura la activacion de las células T colaboradoras y el mantenimiento
de la tolerancia. Un mecanismo es la eliminacion de las células T del timo con capacidad para reconocer y
reaccionar con el tejido propio. Sin embargo, esta eliminaciéon no es completa y, ademas, también es necesario
desarrollar tolerancia inmunoldgica especifica a antigenos exdgenos. Por otro lado, el organismo puede reaccionar
violentamente a todos los tipos de sustancias inhaladas e ingeridas, lo que produce una inflamacién masiva y un
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despilfarro de los recursos inmunolégicos.

Un tipo de célula que es crucial para el mantenimiento de la tolerancia es la célula T reguladora. Este tipo de célula
puede reconocerse mediante determinados marcadores, como la expresion superficial de CD4 y CD25, la posesion
de CTLA-4 intracelular y la transcripcion de la proteina nuclear Foxp3. Las células T reguladoras son capaces de
evitar que se activen otras células T cuando se encuentran con sustancias nocivas y, por tanto, prevenir todo tipo de
reaccion inmunitaria no deseada.

En el presente contexto, el simbolo «+» en relaciéon con un determinado marcador, como CD4+ y CD25+, significa
que el marcador se expresa en la célula T. Por ejemplo, las células CD4+CD25+ son células T que expresan tanto el
marcador CD4 como el marcador CD25 en su superficie. Sin embargo, esto no indica nada sobre la cantidad de
marcador que se expresa, solo que esta presente. En el presente contexto, el simbolo «++» en relacién con un
marcador, como CD4++ y CD25++, significa que el marcador se expresa mucho. Las células T reguladoras son
aquellas células con una alta expresion de CD25 en la superficie, es decir, células CD4+CD25++. Por otro lado, las
células T CD4+CD25+ son solo células T activadas. A veces, los simbolos especificos «+» y «++» no se usan, por
ejemplo, solo CD4CD25, y esto significa que las células estan activadas como células CD4+CD25+. Por tanto,
CD4CD25 es lo mismo que CD4+CD25+. Cuando se describen las células T reguladores, siempre se escriben como
células CD4+CD25++.

Este estudio ciego controlado con placebo es exclusivo porque es el primer estudio en el que se compara la
influencia de diversos parametros inmunoldgicos tras la ingestion de diferentes bacterias lactobacilos gram positivas
o la bacteria gram negativa P. lundensis. De manera interesante, la ingestiéon de P. lundensis no influia sobre
ninguno de los parametros medidos. Por el contrario, la ingestion de lactobacilos afectaba a diferentes componentes
tanto del sistema inmunoldgico especifico como innato. Un nuevo hallazgo en este estudio era que la ingestion de L.
plantarum tenia un pronunciado efecto positivo sobre la activacién e induccién de células de memoria en las
poblaciones de células T. Se observé una regulacion por incremento significativa de la cadena a del receptor de I1L-2
(CD25) y una fuerte tendencia a la regulacion por incremento de HLA-DR en las células T citotoxicas. También se
observé una tendencia a la regulacién por incremento de estos marcadores de activacion en las células T
colaboradoras tras la ingestion de L. plantarum. La expresion de marcadores de activacion indica que las células T
han empezado a proliferar en respuesta a estimulos especificos o no especificos de antigeno y que estas células
ejercen mas facilmente sus funciones efectoras en comparacion con las células T en reposo. Los mecanismos que
subyacen a la activacion inducida por L. plantarum de las células T podrian actuar a través de las células
presentadoras de antigenos que se activan a través de receptores de tipo toll unidos a compuestos microbianos. La
activacion de las células presentadoras de antigeno las hacen mas eficaces en la presentacion de antigeno a las
células T. Ademas, tanto las células T colaboradoras como las citotéxicas han mostrado varias expresiones de los
receptores tipo toll, que probablemente hacen que estas células sean sensibles a la activacién inespecifica por
componentes y productos microbianos.

En analogia con el compartimento de las células T colaboradoras, la expresion de CD45RO parece indicar una
poblacién de memoria también entre las células T citotoxicas. Se encontré un aumento significativo en la expresion
de este marcador de células de memoria sobre las células T colaboradoras y una tendencia hacia la regulacion por
incremento en las células T citotoxicas después de 35 dias de la ingestion de L. plantarum. Ademas, la ingestion de
L. paracasei también mostraba una tendencia hacia la regulacion por incremento de CD45RO en las células T
citotdxicas. En relacion con las células T virgenes, las células T CD45RO+ pueden secretar una amplia variedad de
citoquinas. Ademas, las células T CD45RO+ pueden proliferan y producir IL-2 cuando el complejo CD3-TCR se
estimula en condiciones subdptimas, mientras que las células T virgenes requieren un fuerte estimulo CD3-TCR
para llevar a cabo estas funciones. La formacién de células T de memoria es importante para la induccién de una
respuesta inmunitaria eficaz tras la infeccion y vacunacion.

El sistema inmunoldgico celular innato también se veia afectado por la ingestion de bacterias probioticas. Se
demostré que la poblacion de células T citoliticas naturales (NKT) se expandia tras la ingestion de L. paracasei. Las
células NKT constituyen una subpoblacion de linfocitos que coexpresan el marcador de células NK CD56 y el
marcador de células complejo CD3-receptor de células T. Los estudios tanto en humanos como en ratones han
demostrado que las células NKT tienen un papel principal en la regulacién de enfermedades autoinmunes como
esclerosis multiple, diabetes de tipo | y lupus sistémico. Las células NKT también ejercian funciones efectoras contra
tumores y células infectadas por virus. Por tanto, las células NKT son pleotrépicas en sus funciones. Otros estudios
clinicos en los que se evaluaron los efectos inmunoldgicos de las bacterias probidticas han mostrado que la
ingestion de L. rhamnosus HNOO1 y Bifidobacterium lactis HNO19 potencia la actividad NK (incluyendo NKT) para
matar células tumorales de las células K562. En este estudio también se confirmo que la actividad fagocitica de
células polimorfonucleares estaba aumentada tras la ingestion de diferentes lactobacilos. La consecuencia de los
efectos observados sobre los diferentes parametros inmunoldgicos en el presente estudio es que se podia especular
que la coincidente activacion de células T citotoxicas y expansion de células NKT apuntan hacia una defensa
inmunolégica potenciada frente a infecciones viricas y/o tumores. Los hallazgos in vitro de que los lactobacilos
inducen a las células mononucleares a secretar IL-12 e IL-18, apoyan la teoria de que estas bacterias estimulan la
actividad mediada por células.
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Segun la presente invencion se ha concluido que la ingestion de L. plantarumy L. paracasei tiene un profundo efecto
sobre el sistema inmunoldgico celular especifico e innato.

Ejemplo 2

El objetivo de este ejemplo era investigar el efecto sobre el sistema inmunoldgico administrando las mismas
especies de lactobacilos durante un periodo de tiempo mas largo en comparacién con varios lactobacilos (diferentes
especies) administrados de forma secuencial uno después del otro.

Los voluntarios recibieron un polvo con las bacterias liofilizadas durante 14 o 35 dias. Como bacteria gram positiva
se usa la bacteria probidtica Lactobacillus plantarum 299v sola o en combinacién con L. rhamnosus, L. fermentum,
L. paracasei y L. gasseri Como bacteria gran negativa se administra Pseudomonas lundensis. Se estudian los
siguientes grupos:

1) Lactobacillus plantarum 299v 35 dias

2) L. plantarum 299v 7 dias, L. rhamnosus 2717 dias, L. fermentum 35D 7 dias, L. paracasei 8700:2 7 dias, L.
gasseri VPG44 7 dias. En total 35 dias. (Secuencia)

3) Una mezcla de L. plantarum 299v, L. rhamnosus 271, L. fermentum 35D, L. paracasei 8700:2, L. gasseri
VPG44. En total 14 dias.

4) L. rhamnosus 271, 14 dias

5) L. fermentum 35D, 14 dias

6) L. paracasei 8700:2, 14 dias

7) L. gasseriVPG44, 14 dias

8) Pseudomonas lundensis, 14 dias,

Grupo control 1) placebo, 35 dias

Grupo control 2) placebo, 14 dias

Las muestras de sangre se obtienen los dias 0, 14 y 35. La cantidad de células T colaboradoras (CD4+) que
expresaban altas cantidades de CD24 se definieron en cada grupo mediante citometria de flujo como se habia
especificado anteriormente en el experimento 1.

Resultados

El dia 14 se observaron células T CD4+CD25++ al limite de la significacion estadistica que se expandian en los
individuos que consumieron la secuencia de cinco cepas diferentes de lactobacilos.

Discusién

En otros estudios se ha demostrado que las células T colaboradoras (CD4+) que expresan la molécula CD25 con
una alta densidad (CD4+CD25++) son importantes en la proteccion frente a enfermedades autoinmunes, alergias y
enfermedad inflamatorias intestinales. El hallazgo de que estas células se expanden tras la ingestion de una
secuencia de diferentes lactobacilos indica que la ingestion de estas bacterias podria ser beneficiosa para el
individuo con respecto al riesgo de desarrollar las enfermedades mencionadas anteriormente.

Ejemplo 3

Animales

Los ratones C57BL/6 de ocho semanas de edad se adquirieron en Taconic Europe (Dinamarca). Los animales se
mantuvieron y cruzaron en las instalaciones convencionales del estabulario del Departamento de Biologia Celular y
del Organismo, Universidad de Lund, y todos los experimentos se realizaron de conformidad con el comité ético de
Malmo-Lund, Suecia. Los ratones se mantuvieron con acceso libre a dieta normal y agua, y se les dej6é un periodo
de aclimatacion al nuevo entorno durante al menos una semana antes de que se iniciaran los experimentos. Los
ratones utilizados en los experimentos de EAE se pesaron, se exploraron los signos clinicos de EAE y se puntuaron
segun la escala descrita en la evaluacion clinica todos los dias a lo largo del experimento. Los ratones con una
puntaciéon de 6 se suplementaron una vez al dia con 0,5 ml de solucion fisiolégica salina por via subcutanea para
evitar la deshidratacion. El pienso se colocaba en el suelo de la jaula cuando algun ratébn mostraba signos de
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enfermedad clinica. Los ratones con una puntuacién de 7 se sacrificaron por motivos éticos. Los experimentos
finalizaron 24 dias después de la inmunizacion.

Antigenos

Se us6 un péptido encefalogénico de la glucoproteina oligodendrocitica mielinica (MOG, por sus siglas en inglés)
para inducir EAE (enfecalomielitis autoinmune experimental) en ratones. El péptido sintético, aminoacidos 35-55
(MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK), se adquiri6 en Schager-N, Copenhague, Dinamarca. El péptido usado estaba
puro al 99%.

Inmunizacién

La EAE se indujo como se describié anteriormente en ratones C57BL/6 hembra. Brevemente, cada animal se
inmunizé anestesiado con isoflurano mediante inyeccion s. c. en el costado con 100 yl de una emulsiéon 1:1 de 200
pg de MOGss.s5 en PBS y ACF que contenia Mycobacterium tuberculosis H37Ra (Difco, Detroit, Ml). Inmediatamente
después de esto y 48 h tras la inmunizacion, se administro a los ratones una inyeccion intraperitoneal de 0,1 ml de
4 ug/ml de toxina pertussis (Sigma).

Evaluacion clinica

Los signos clinicos de la EAE se puntuaron segun una escala de 0 a 8 de la siguiente forma: 0, sin signos de
enfermedad clinica; 1, debilidad de la cola; 2, cola paralizada; 3, paresia de la patas traseras y alteraciéon de la
marcha; 4, paralisis de una de las patas traseras; 5, paralisis total de las patas traseras con paresia de la parte
posterior del cuerpo, el raton esta activo y se mueve usando las patas delanteras; 6, pardlisis total de las
extremidades inferiores con paresia de la parte posterior del cuerpo y movilidad gravemente alterada; 7, tetraplejia,
sin movilidad, estado moribundo; 8, muerte.

Cepas bacterianas y tratamiento

L. plantarum HEAL 9 y L. paracasei 8700:2 se obtuvieron en Probi AB (Ildeon, Lund, Suecia). Las bacterias se
reco%ieron por centrifugacion, se lavaron una vez y se resuspendieron en agua potable a una concentracion final de
2x10° unidades formadoras de colonias (UFC)/100 ml en una botella. Se preparé una tercera botella con una mezcla
de L. plantarum HEAL 9 y L. paracasei 8700:2 a una concentracion final de 2x10° UFC/100 ml. Las botellas se
lavaron y los vehiculos que incluian las bacterias se prepararon cada dia. Los experimentos se realizaron con diez
ratones por grupo de tratamiento. Cada animal bebié 4-5 ml de vehiculo/dia que incluia aproximadamente 10® UFC.
Los animales control recibieron agua potable.

Resultados
El tratamiento probidtico suprimia el desarrollo de la EAE inducida por MOG

Para estudiar el efecto antiinflamatorio de los probidticos, tres grupos de animales se pretrataron con los probiéticos
L. plantarum HEAL 9, L. paracasei 8700:2 y una mezcla de L. plantarum HEAL 9y L. paracasei 8700:2, durante 12
dias y se inmunizaron para desarrollar la EAE con una emulsién de ACF y MOGss.55 el dia 0. Los animales se
trataron a continuacion a lo largo del experimento completo (hasta el dia 24). Un cuarto grupo de animales recibidé
solo agua potable como control. Como se muestra en la figura 10, el tratamiento con L. plantarum HEAL 9 o L.
paracasei 8700:2 prevenia de forma eficaz el desarrollo de la EAE crénica durante 10 dias en comparacion con los
ratones control que mostraban una EAE grave que se iniciaba el dia 11. Los ratones tratados con una mezcla de
bacterias también mostraban un retraso de la aparicién durante aproximadamente cinco dias en comparacion con el
control. Estos ratones desarrollaron una EAE mas grave en comparacion con los ratones tratados con una Unica
bacteria. El dia 24, la incidencia de animales enfermos se reducia significativamente en el 14% de los animales
tratados con una Unica bacteria en comparacion con el 91% de los ratones control. La incidencia en los animales
que recibieron una mezcla de bacterias era del 60%. Cuando se analizaron los cambios en el peso de los animales
durante el experimento, se demostré sorprendentemente que el tratamiento con una mezcla de dos bacterias inhibia
la disminucién del peso que normalmente se producia antes de la aparicion de la enfermedad (fig. 9). Los animales
tratados con una Unica bacteria habian disminuido de peso con respecto a los ratones control a pesar de que no
mostraban signos de paralisis.

Tratamiento preventivo de la EAE

Los animales fueron tratados con probidticos 12 dias antes de la inmunizacion y durante todo el experimento.
Cada dia se preparaban 100 ml de agua para beber que incluia diferentes bacterias.

Aproximadamente 1x10° bacterias/raton/dia. Los ratones control recibieron solo agua.
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Npiantarum=7, Nparacasei=7, Nmix=10, Ncontroi=11
Los resultados se muestran en la figura 9.
Tratamiento terapéutico de la inflamacion crénica en la EAE

Tratamiento oral con probiéticos un dia después de la aparicién de la EAE. Los animales se trataron individualmente
mediante una aguja gastrica.

Aproximadamente 1x10® bacterias/raton/dia. Los ratones control recibieron NaCl estéril a 9 mg/m.

NPpiantarum=6, NPparacasei=6, Nmix=8, Ncontro=8
Los resultados se muestran en la figura 10.

Experimento 4

Supresién de la inflamacion crénica en el sistema nervioso central mediante administracién oral de Lactobacillus
paracasei y Lactobacillus plantarum

El objetivo de este estudio era examinar si los probidticos podrian afectar a la inflamacién cronica mediada por
células T en el sistema nervioso central. Los autores plantearon la hipétesis de que el tratamiento oral con
probidticos ejerce un efecto antiinflamatorio por modulacién inmunolégica de las células T efectoras patégenas.

Material y procedimientos

Modelo animal

La encefalomielitis autoinmune experimental (EAE), un modelo de enfermedad de animal de esclerosis multiple se
inducira mediante inmunizacion con el péptido 35-55 de la glucoproteina mielinica de oligodendrocitos (MOG) en
adyuvante completo de Freund. La toxina pertussis también se inyectd en conexion con la inmunizacion para
potenciar adicionalmente las respuestas inflamatorias. Los animales empezaron a mostrar sintomas clinicos
después de dos semanas. Los signos de EAE se puntuaron dentro de ocho categorias: 0, sin signos de enfermedad
clinica; 1: debilidad en la cola, 2: cola paralizada; 3: paresia y alteracion de la marcha; 4: paralisis de un miembro; 5:
paralisis de dos miembros; 6: dos miembros paralizados y paresia de un tercer miembro, el ratén sigue siendo capaz
de moverse; 7: tetraplejia, sin movilidad y en estado moribundo; 8: muerte.

Cepas bacterianas probidticas

Lactobacillus paracasei 8700:2, Lactobacillus paracasei defacti, Lactobacillus plantarum Heal 9, Lactobacillus
plantarum Heal 19, Lactobacillus plantarum 299v y Lactobacillus delbrueckii fueron proporcionados por Probi AB.

Protocolos de tratamiento

Tratamiento preventivo: se prepararon nuevos cada dia 100 ml de agua para beber que incluian 1x10%-1x10"°

bacterias diferentes. Cada ratén bebia aproximadamente 5 ml con ~1x10%=1x10° bacterias/ratén/dia. Los animales
se trataron en los 7-14 dias previos a la inmunizacién y durante el resto del experimento. Los ratones control
recibieron solo agua. En un experimento reciente, los animales se trataron con agujas gastricas 10 dias después de
la inmunizacién cada dos dias a lo largo del experimento.

Tratamiento terapéutico: diez dias después de la aparicién de la enfermedad, cada animal recibid 1x10° bacterias
mediante tratamiento individual con agujas gastricas, cada dos dias a lo largo del experimento. Los ratones control
recibieron solucion salina.

Metotrexato (MTX): el MTX se administré i. p. a una concentracion final de 2,5 mg/Kg., cada dos dias a lo largo del
experimento.

Analisis

Se aislaron deferentes 6rganos y materiales de los animales para su posterior analisis; cerebro, médula espinal,
bazo, nédulos linfaticos (mesentéricos, inguinales), intestino (regiones con placas de Peyer) y sangre. Algunos
organos fueron tratados con isopentano para el analisis inmunohistoquimico. Algunas células del bazo y de los
ganglios linfaticos se analizaron mediante citometria de flujo (FACS) y se pusieron en cultivo y se estimularon con
péptido MOG, anti-CD3 y LPS para estudios adicionales de citoquinas mediante ELISA.
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Resultados
Tratamiento preventivo

Los animales se trataron con 1x10° Lactobacillus paracasei 8700:2 o Lactobacillus plantarum Heal 19 durante siete
dias antes de la inmunizacion. La EAE se suprimio significativamente durante un periodo corto de tiempo.

Los animales se trataron con 1x10° Lactobacillus paracasei 8700:2 o Lactobacillus plantarum Heal 9 durante doce
dias antes de la inmunizacion. El inicio de la EAE se retras6 en mas de una semana y tuvo como resultado un
desarrollo mas leve de la EAE (véanse las figs. 11y 12).

El analisis inmunoquimico de la médula espinal mostré cantidades significativamente menores de células T
inflamatorias en animales tratados con probidticos. El ensayo de proliferacion de esplenocitos in vitro revelé una
proliferacion de células T especificas de MOG igual aunque, curiosamente, estas producian cantidades
significativamente inferiores de citoquinas inflamatorias TNF-a e IFN-y y cantidades mayores de IL-4 e IL-10. Los
animales tratados con L. paracasei mostraron niveles mas altos de anticuerpos IgG e IgA en plasma. El analisis por
FACS de los ganglios linfaticos mesentéricos mostr6 un aumento de células T CD4+CD25+. El analisis
inmunohistoquimico del bazo mostré un aumento de células Foxp3™ (Treg).

Cribado 1:

Se han seleccionado cinco lactobacilos diferentes (Lactobacillus paracasei 8700:2, Lactobacillus paracasei defacti,
Lactobacillus plantarum Heal 9, Lactobacillus plantarum Heal 19 y Lactobacillus plantarum 299v) segun su
capacidad para suprimir la EAE mediante un protocolo de tratamiento profilactico. La mejor supresion se obtuvo
usando Lactobacillus paracasei 8700:2, Lactobacillus plantarum Heal.9, y Lactobacillus plantarum 299v.

Transferencia 1:

Los animales se trataron con Lactobacillus paracasei 8700:2, Lactobacillus plantarum Heal 9 o una mezcla de
ambas cepas, durante dos semanas. A continuacion se recogieron las células de los ganglios linfaticos mesentéricos
y se transfirieron a receptores (i.v.) que fueron inmunizado para la EAE el dia después de la transferencia. Las
células de los animales tratados con una mezcla de las dos cepas suprimia significativamente la EAE. El efecto de
supresion se interrumpia al eliminar las células T CD4+ (véase la fig. 13).

Este experimento se repiti6 de nuevo incluyendo un grupo de animales tratados con una mezcla de tres cepas que
incluian Lactobacillus paracasei 8700:2, Lactobacillus plantarum Heal 9 y Lactobacillus plantarum Heal 19.

Los animales se inmunizaron para la EAE. Diez dias después del desarrollo de la EAE, se trataron individualmente
con una mezcla de Lactobacillus paracasei 8700:2, Lactobacillus plantarum Heal 9 y Lactobacillus plantarum Heal
19. La enfermedad EAE establecida se suprimié significativamente en comparaciéon con el control que recibid
solucién salina. Este experimento se ha repetido con éxito con un resultado similar. El tratamiento con la bacteria
inespecifica Lactobacillus delbruecki o metotrexato (como farmaco general antiinflamatorio) era ineficaz mostrando el
efecto terapéutico exclusivo de este protocolo.

Los mecanismos antiinflamatorios de la accién de estos tratamientos sigue siendo desconocido aunque los

resultados muestran claramente una funcion clave de la poblacion de células T reguladoras CD4+CD25+ Foxp3+
(véase la fig. 14).
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REIVINDICACIONES

1. Uso de al menos una cepa bacteriana probidtica de Lactobacillus seleccionada a partir del grupo compuesto por
Lactobacillus plantarum 299, DSM 6595, Lactobacillus plantarum 299v, DSM 9843, Lactobacillus plantarum HEAL 9,
DSM 15312, Lactobacillus plantarum HEAL 19, DSM 15313 y Lactobacillus plantarum HEAL 99, DSM 15316,
Lactobacillus paracasei 8700:2, DSM 13434, y Lactobacillus paracasei, 02A, DSM13432, para la fabricacion de una
composicion farmacéutica para el tratamiento y/o prevencion de una enfermedad autoinmune, en el que dicha
enfermedad autoinmune es una autoinmunidad especifica de 6rgano elegida entre esclerosis mudltiple (EM),
psoriasis, artritis reumatoide, diabetes mellitus de tipo | o lupus sistémico.

2. Uso segun la reivindicacion 1, en el que se usan al menos dos cepas probidticas para el tratamiento y/o
prevencién de dicha enfermedad autoinmune.

3. Uso segun la reivindicacion 2, en el que se pretende que al menos dichas dos cepas se administren secuencial o
simultaneamente.

4. Uso segun una cualquier de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicha composicion farmacéutica es una
formulacion liquida o una formulacién sélida.

5. Uso segun la reivindicacion 4, en el que dicha formulacion sélida se elige a partir del grupo compuesto por
comprimidos, comprimidos para chupar, caramelos, comprimidos masticables, chicles, capsulas, sobres, polvos,
granulados, particula recubiertas o comprimidos recubiertos, comprimidos y capsulas gastrorresistentes y tiras y
peliculas dispersables.

6. Uso segun la reivindicacion 4, en el que dicha formulacion liquida se elige a partir del grupo compuesto por
soluciones orales, suspensiones, emulsiones y jarabes.

7. Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que dicha composicion comprende un material
vehiculo.

8. Uso segun una cualquier de las reivindicaciones 1 a 6, en el que dicha composicion farmacéutica es un alimento
médico, un suplemento alimenticio o un producto nutritivo.

9. Uso segun la reivindicacion 7 u 8, en el que dicho material vehiculo se selecciona independientemente a partir del
grupo compuesto por almiddn resistente, fibras alimenticias, hidratos de carbono y proteinas glucosiladas.

10. Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que cada una de dichas cepas se presenta en la
composicion en una cantidad de aproximadamente 1x10° a aproximadamente 1x10™ UFC, preferiblemente de
aproximadamente 1x10% a aproximadamente 1x10"2 y, mas preferiblemente de aproximadamente 1x10° a
aproximadamente 1x10™".

11. Una bacteria probiética de Lactobacillus seleccionada a partir del grupo compuesto por Lactobacillus plantarum
299, DSM 6595, Lactobacillus plantarum 299v, DSM 9843, Lactobacillus plantarum HEAL 9, DSM 15312,
Lactobacillus plantarum HEAL 19, DSM 15313 y Lactobacillus plantarum HEAL 99, DSM 15316, Lactobacillus
paracasei 8700:2, DSM 13434 y Lactobacillus paracasei, 02A, DSM13432, para su uso en el tratamiento y/o
prevencion de una enfermedad autoinmune, en el que dicha enfermedad autoinmune es una autoinmunidad
especifica de érgano elegida entre esclerosis multiple (EM), psoriasis, artritis reumatoide, diabetes mellitus de tipo | o
lupus sistémico.

12. Una bacteria probidtica para su uso segun la reivindicacion 11, en el que se usan al menos dos cepas
probidticas para el tratamiento y/o prevencion de dicha enfermedad autoinmune.

13. Una bacteria probiética para su uso segun la reivindicacion 12, en el que se pretende que al menos dichas dos
cepas se administren secuencial o simultaneamente.
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Fig. 1
Periodo de lavado Periodo del estudio Periodo postestudio
(semana) (semana) (semana)
-2 -1 1 2 3 4 5 +1 +2

L. plantarum  0/7 177 3/7 217 3/7 217 177 1/7 0/7

L. Heal 19 0/7 177 177 217 2/7 177
L. fermentum  0/7 0/7 0/7 0/7 177 0/7
L. paracasei  0/7 0/7 1/7 0/7 0/7 0/7

L. gasseri 0/7 07 3/7 177 4/7 0/7
L. rhamnosus 177 177 0/7 0/7 177 0/7
P. lundensis 1/6 1/6 1/6 1/6 0/6 0/6

Placebo 0/9 0/9 2/9 39 1/8 1/8 0/8 0/8 0/8
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Fig. 2.
Células T CD4+ | Células T CD8+ Células NKT
(x 10%) (x 10%) (x 10*)
L. plantarum 647 (92) 318 (37) 64 (17)
L. Heal 19 817 (105) 328 (43) 56 (19)
L. fermentum 907 (82) 479 (51) 87 (21)
L. paracasei 794 (87) 321 (64) 98 (21)
L. gasseri 767 (54) 497 (110) 111 (39)
L. rhamnosus 775 (109) 387 (50) 109 (22)
P. lundensis 731 (65) 468 (84) 87 (29)
Placebo 650 (43) 300 (34) 107 (30)
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Fig. 5
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Fig. 5 (continuacion)

Fig. 6.

ES 2460 891 T3

3 -

2,5 -

CD4HLA-DR

—eo—L. plantarum
—m—L. Heal

—'— L. fermentum
—e—L. paracasei
—%—L.gasseri
—a—L. rhamnosus
—+—P. Lundensis

0.5 1 ~—=— Placebo
0 T L
Dia 0 Dia 14 Dia 35
2 4 CD8CD45RO

—e—L. plantarum
—a—L. Heal
~-=L. fermentum
—»—L.. paracasei
—x—L.gassen
—e—L. rhamnosus
—+—P. Lundensis
Placebo

Dia0

Dia 14

Dia 35

CD4CD45RO

Dia 0

Dia 14

Dia 35

—&—L. plantarum
——L. Heal

= "¢ - L, fermentum
—M—L. paracasei
~3¥—L.gasser
—&—L. rhamnosus
=—+—P. Lundensis
——Placebo

18




Cociente dia 14/dia 0
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Cociente dia 14/dia 0
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Fig. 11
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Fig. 12
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Fig. 13
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Fig. 14
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Fig. 16
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Fig. 18
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Fig. 19
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