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DESCRIPCION

Complejo macromolecular proveniente de Bifidobacterium longum vy utilizacion de dicho complejo para prevenir y
tratar los reumatismos inflamatorios

Sector de la técnica

La presente invencion se refiere a un complejo macromolecular de origen bacteriano, asi como a la utilizaciéon de
dicho complejo macromolecular para la profilaxis y el tratamiento de reumatismos inflamatorios.

Estado de la técnica

Numerosos estudios cientificos han demostrado el papel que juega la flora intestinal en la patogenia de las
enfermedades inflamatorias reumaticas crénicas tales como poliartritis reumatoide, espondilitis anquilosante o
reumatismos postinfecciosos.

Por ejemplo, la ausencia de signos de artritis se observa en los animales sin gérmenes (ratas o ratones
transgénicos) mientras que los miembros de la misma camada que albergan una flora intestinal desarrollan signos
de artritis (Rath HC, et al; J. Clin. Invest; 98(4); 945-953; 1996 y Abdollahi-Roodsaz S., et al; J. Clin. Invest; 118; 205-
216; 2008).

Por otro lado, en el ser humano, estudios han mostrado que los pacientes cuya poliartritis reumatoide era de
diagndstico reciente, albergaban pocas bifidobacterias, con respecto a sujetos de control (Vaahtovuo J, et al; J.
Rheumatol; 35; 690-693; 2008) y cuando el equilibrio de la flora intestinal estaba perfectamente restaurado mediante
la introduccién de una alimentacién vegetariana, se descubria que el estado del paciente habia mejorado (Peltonen
R, et al; J. Rheumatol; 36; 64-68; 1997). Finalmente, es bien conocido que la utilizaciéon de ciertos antibiéticos que
modifican la composicién de la flora intestinal mejora los signos de poliartritis reumatoide (Stone M. et al.; J.
Rheumatol; 30; 2112-2122; 2003).

Uno de los mecanismos que explican la implicacion de la flora intestinal en la patogenia de las enfermedades
reumaticas cronicas reside en su capacidad para regular la translocacion bacteriana. El mecanismo de translocacion
bacteriana se define mediante el paso de la barrera intestinal de bacterias intestinales. Estas bacterias intestinales
son captadas y a continuacion transportadas por células del sistema inmunitario intestinal, tales como células
dendriticas 0 macréfagos hacia el sitio sinovial provocando un foco inflamatorio doloroso de tipo reumatico a nivel de
las articulaciones.

La composicion de la flora intestinal influye en este proceso. De este modo, cuando las bifidobacterias colonizan
ampliamente la parte baja del intestino, estas ultimas muestran una capacidad de reducir la translocacion bacteriana
(Romond MB, et al.; Anaerobe; 14; 43-48; 2008).

Por otro lado, la composicién de la flora intestinal influye también en el nivel de expresién de genes implicados en la
respuesta inflamatoria, tales como las galectinas (Romond MB, et al; Fems Immunol Med Microbiol; 55; 85-92;
2009).

Actualmente existen numerosos productos capaces de modificar la flora intestinal, tales como los prebiéticos o los
probioticos. En cambio, pocos de entre estos tienen un impacto positivo sobre la translocacion bacteriana. Entre los
productos que tienen una accién beneficiosa frente a la translocaciéon bacteriana, se encuentra la macromolécula
aislada de cultivo de Bifidobacterium breve. En efecto, se ha demostrado en los documentos WO 2004/093898 y WO
2006/040485 que la administracion por via oral de esta macromolécula conllevaba una disminucién de la
translocacién y de la diseminacion bacteriana y que esta ultima presentaba una actividad preventiva de la artritis
inducida por colageno en el ratéon. Sin embargo, una actividad proinflamatoria residual siempre se observa con la
utilizacion de la macromolécula asilada de cultivo de Bifidobacterium breve, lo que limita su utilizaciéon en el campo
de las enfermedades inflamatorias.

Seria ventajoso, por lo tanto, disponer de un producto que permita una disminucién de la translocacion bacteriana y
que no presentara actividad proinflamatoria residual.

Objeto de la invencidn

Ahora bien, la solicitante ha descubierto que la utilizacion de un complejo macromolecular aislado de cultivo de
Bifidobacterium longum permitia responder a estas exigencias.

El complejo macromolecular de la presente invencion es producido por la cepa Bifidobacterium longum CBi0703,
depositada segun el tratado de Budapest con el numero CNCM 1-3994 a nombre de BIFINOVE, el 23 de mayo de
2008 en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM) mantenida por el Institut Pasteur, 25 rue du
docteur Leroux 75015 Paris.
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Dicho complejo macromolecular esta constituido por cadenas que asocian una lipoproteina y un oligosacarido en los
que:

- lalipoproteina presenta una masa molecular de 30 kDa a 60 kDa;

- el oligosacarido presenta una masa molecular inferior a 15 kDa, y de manera preferida inferior a 10 kDa;

- la parte lipoproteica que esta constituida por el conjunto de las lipoproteinas de cada una de las cadenas
representa del 75 al 99 %, preferentemente del 80 al 98 %, mas preferentemente del 85 al 95 % en peso de la
masa total del complejo y la parte oligosacaridica que esta constituida por el conjunto de los oligosacaridos unido
a cada una de las cadenas representa del 1 al 25 %, preferentemente del 2 al 20 %, y mas preferentemente del 5
al 15 % de la masa total del complejo.

El complejo macromolecular consta de varias cadenas que asocian una lipoproteina y un oligosacérido, siendo

dichas cadenas de naturalezas idénticas o diferentes. Es necesario, de acuerdo con la invenciéon, que el complejo

macromolecular que consta de varias cadenas se presente en forma aglomerada para que se observe un efecto
antiartritico. En efecto, la administracién de estructuras monoméricas de bajas masas moleculares (normalmente del
orden de 15 a 50 kDa) en ratones conllevé una elevacion significativa de la puntuacion artritica.

El complejo macromolecular de acuerdo con la invencidén debe presentar necesariamente, por lo tanto, una masa

molecular superior a 150 kDa, preferentemente superior a 400 kDa y de manera particularmente preferida superior o

igual a 600 kDa.

De acuerdo con la invencién, la lipoproteina comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID n.° 1:
MTNVRVIKPALAALVAAAACVGGLAFSSAQPAQADTYSDLINAQNQHAASVQREAELKQ
QLAGASQDLANKVLELDDLTNNKIVAAQAKVTQANEDAATAQDEADAASGRL SAAQKDK
ETLEEQIKQTGKDYDDAHAAVAQLARDEMHGSNASDVMSVVTGATSTQDFVNSMQSRDA
LSRNEANAASSAATSLSTSKNRGERLAATIEKQIAVLKTQADEKAAPHRPPPK.

La secuencia de aminoacidos de la lipoproteina es SEQ ID n.° 2:
MTNVRVIKPALAALVAAAACVGGLAFSSAQPAQADTYSDLINAQNQHAASVQREAELKQ
QLAGASQDLANKVLELDDLTNNKIVAAQAKVTQANEDAATAQDEADAASGRLSAAQKDK
ETLEEQIKQTGKDYDDAHAAVAQLARDEMHGSNASDVMSVVTGATSTQODFVNSMOSRDA
LSRNEANAASSAATSLSTSKNRGERLAATEKQIAVLKTQADEKAASAQTAAETAQSERD
ALDKLRQEGEARRDELSSMIDSLDSQSARQAAQTVLIASQVDSYNRQFQREQQDAANRYV

DTGNQGGTPSTPVTPAPAPAPAPAPAPAPAPAPSVGGQGTSNGDYGNAYATGQCTYWAY

ERRRQMGIGTPSYLGNGGDWWRNAPSYGLRVDHNPQVGAALSFLPGQDGADGTWGHVAV
VEAVYGDGTFQISEMNVGGLWMMNYRTLTNLGQYWFVH.

Los sacaridos que constituyen la parte oligosacaridica del complejo macromolecular de la presente invencion
pueden seleccionarse entre galactosa (Gal), N-acetilgalactosamina (Gal Nac), glucosa (Glc), N-acetilglucosamina
(Glc Nac), ramnosa (Rham), manosa (Man) y sus mezclas.

De acuerdo con la invencién, la relacion masica de azucar que entra en la composicion de la macromolécula es del 1
al 25 %, preferentemente del 2 al 20 % y aun mas preferentemente del 5 al 15 %.

La composicion mésica media de galactosa estd comprendida entre 1 y 50 pg/mg de complejo macromolecular,
preferentemente entre 5 y 20 pg/mg de complejo macromolecular, de manosa esta comprendida entre 0,5 y 10
ng/mg de complejo macromolecular, preferentemente entre 1 y 10 ng/mg de complejo macromolecular; la de glucosa
estd comprendida entre 3 y 80 ug/mg de complejo macromolecular, preferentemente entre 5 y 50 ug/mg de complejo
macromolecular, y aun mas preferentemente entre 10 y 50 ug/mg de complejo macromolecular; la de N-
acetilgalactosamina esta comprendida entre 2 y 30 ng/mg de complejo macromolecular, preferentemente entre 2 y
20 pg/mg de complejo macromolecular, y ain mas preferentemente entre 2 y 10 pg/mg de complejo
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macromolecular; la de N-acetilglucosamina esta comprendida entre 1 y 10 ng/mg de complejo macromolecular,
preferentemente entre 1 y 5 ng/mg de complejo macromolecular; la de ramnosa esta comprendida entre 0,05 y 10
ng/mg de complejo macromolecular, preferentemente entre 0,05 y 5 ng/mg de complejo macromolecular, y aun mas
preferentemente entre 1 y 5 ng/mg de complejo macromolecular.

Los lipidos que constituyen la parte lipidica del complejo macromolecular de la presente invencién pueden
seleccionarse entre el grupo constituido por acidos grasos saturados largos de C14, C16, C18 y sus mezclas.

Por otro lado, se ha demostrado que esta estructura macromolecular es reconocida por la galectina-1 y el TLR-6, lo
que indica, por un lado, que unidades de galactosa estan en posicion externa accesible al receptor galectina 1
(reconociendo la galectina 1 la galactosa presente en la lactosa, y sobre todo la galactosa en posicion externa
presente en los glicoconjugados) y, por otro lado, que el complejo macromolecular conserva unidades de
lipoproteina reconocibles por la subunidad especifica de las lipoproteinas del complejo TLR2/6.

Los ensayos efectuados por la solicitante han demostrado que la administracién de dicho complejo macromolecular
induce una actividad antiartritica en ratdén, en un modelo de artritis inducida por colageno.

Esta actividad antiartritica se ha demostrado a través de varias observaciones:

- una mejora de la respuesta transcriptomica de las células dendriticas a la translocacién bacteriana en ratén
asociada a un biotopo de paciente aquejado de artritis;

- un condicionamiento de estas células dendriticas que conlleva una coevolucién con la poblacién de linfocitos T
reguladores responsable de la produccion de interleuquina-10 (citoquina con un papel importante en la
inmunomodulacion en el sistema digestivo y que presenta concretamente efectos antiinflamatorios).

El complejo macromolecular de acuerdo con la invencion se obtiene mediante un procedimiento que consta de las
etapas siguientes:

(i) la siembra y la incubacion durante de 16 a 60 h, en condiciones anaerobias y a una temperatura comprendida
entre 30 °C y 39 °C aproximadamente, de una cepa de Bifidobacterium longum depositada segun el tratado de
Budapest con el numero CNCM [-3994 en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM) en un
medio de cultivo y que comprende una fraccion de proteinas de lactosuero nativas o hidrolizadas, lactosa y un
agente antioxidante;

(i) la separacion de dichas bacterias de dicho medio de cultivo;

(iii) la ultrafiltracion del sobrenadante en membranas de filtracion que tienen un umbral de corte de 10 a 100 kDa,
que conduce a la obtencién de un retentado concentrado;

(iv) el enriquecimiento en complejo macromolecular mediante lavado con un volumen de 5 a 50 veces el volumen
del retentado concentrado;

(v) la purificacion del complejo macromolecular mediante cromatografia de exclusion molecular en condiciones
estériles, por ejemplo en gel Superdex 200;

(vi) la recuperacion de la fraccién excluida que comprende el complejo macromolecular bacteriano.

Es importante prevenir la oxidacién durante el procedimiento, de ahi la necesidad de introducir un agente
antioxidante tal como acido ascorbico, clorhidrato de cisteina o tioglicolato.

De acuerdo con una realizaciéon, el medio de cultivo contiene ademas otros compuestos tales como
dihidrogenofosfato de potasio que interviene en la estabilizacion del pH.

De acuerdo con una realizacién, la siembra de las bifidobacterias en dicho medio de cultivo puede realizarse a partir
de un concentrado congelado o de un precultivo de 16-24 h, que permite la proliferacion de las bacterias.

De acuerdo con otra realizacién que puede combinarse con la anterior, las bacterias se siembran en dicho medio de
cultivo a razon de 10°-10'° unidades formadoras de colonias por ml de medio.

De acuerdo con una realizacién preferida de la invencion, el medio de cultivo consta de 1 a 20 g/l de medio de
proteinas de lactosuero nativas o hidrolizadas, 30 a 80 g/l de medio de lactosa y 0,1 a 0,5 g/l de medio de acido
ascorbico. De acuerdo con ofra realizacion preferida de la invencion, el medio de cultivo consta de 1 a 20 g/l de
medio de proteinas de lactosuero nativas o hidrolizadas, 30 a 80 g/l de medio de lactosa y 0,1 a 0,5 g/l de medio de
acido ascorbico y 0,5 y 3 g/l de medio de dihidrogenofosfato de potasio.

De acuerdo con una realizaciéon que puede combinarse con las anteriores, el pH de dicho medio de cultivo no esta
regulado durante la incubacién.

Finalmente, de acuerdo con oftra realizacién, el pH de dicho medio de cultivo se mantiene entre 4 y 7 durante la
incubacion.
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La invencion se refiere a la utilizacion del complejo macromolecular de origen bacteriano de acuerdo con la
invencién para prevenir y tratar los trastornos articulares, para la regulacién de la flora intestinal y de la translocacion
bacteriana.

De acuerdo con otro aspecto, la presente invencién tiene por objeto la utilizacion de dicho complejo macromolecular
de origen bacteriano obtenido de acuerdo con el procedimiento descrito anteriormente en productos destinados a la
industria farmacéutica, agroalimentaria y/o nutracéutica.

La invencién tiene concretamente por objeto una composicion farmacéutica que comprende al menos dicho
complejo macromolecular, como principio activo, y al menos un soporte farmacéuticamente aceptable.

La concentracion masica de dicho complejo macromolecular representa de 0,1 ug/g a 50 pg/g de la composicion
farmacéutica.

Por farmacéuticamente aceptable, se entiende cualquier soporte que permite, no solamente conservar las
propiedades inmunomoduladores del complejo macromolecular obtenido de acuerdo con el procedimiento descrito
anteriormente, sino también transportar dicho complejo macromolecular.

La utilizacién de la composicién farmacéutica permite regular la flora intestinal y la translocacion bacteriana. Esta
esta destinada, por consiguiente, a la profilaxis y al tratamiento de reumatismos inflamatorios tales como poliartritis
reumatoide y espondilitis anquilosante y de artrosis.

La invencién se refiere, por lo tanto, a la utilizacién de la composicién farmacéutica para la obtencién de un
medicamento destinado a regular la flora intestinal y la translocacién bacteriana.

De este modo, la invencién se refiere a una composicién farmacéutica para una utilizaciéon en la regulacion de la
flora intestinal y la translocacion bacteriana.

La invencién también se refiere a la utilizacion de la composicidon farmacéutica para la obtencion de un medicamento
destinado a tratar o a prevenir reumatismos inflamatorios y artrosis.

De este modo, la invencion se refiere a una composicion farmacéutica para una utilizacién en el tratamiento y la
prevenciéon de reumatismos inflamatorios y de artrosis.

La invencién también se refiere a la utilizacion de la composicidon farmacéutica para la obtencion de un medicamento
destinado a tratar poliartritis reumatoide y espondilitis anquilosante, artrosis y fibromialgia.

De este modo, la invencién se refiere a una composicion farmacéutica para una utilizaciéon en el tratamiento de
poliartritis reumatoide y de espondilitis anquilosante, y de artrosis. La composicion farmacéutica de la presente
invencion puede presentarse en cualquier forma galénica deseada para una administracion por via oral al ser
humano o al animal como por ejemplo en forma liquida (jarabe, solucion, spray) o en forma sodlida (polvo,
comprimido, gragea, capsula, spray en polvo, goma, pasta, granulados, en sus diversas formas, de liberacién
inmediata o programada), o por via rectal, nasal, pulmonar, parental o en una forma adaptada a una administracion
por inhalacion o insuflacion. La via de administracion preferida es generalmente la via oral.

La composicion farmacéutica que comprende dicho complejo macromolecular puede conservarse a una temperatura
de -70 °C a +4 °C para las formas liquidas y hasta +40 °C para las formas soélidas durante 3 afios.

Por otro lado, el complejo macromolecular obtenido de acuerdo con el procedimiento descrito anteriormente también
puede incorporarse, como ingrediente, en composiciones alimentarias.

Por consiguiente, la invencion también tiene por objeto una composicion alimentaria que comprende al menos el
complejo macromolecular y al menos un ingrediente alimentario. El ingrediente alimentario puede ser, por ejemplo,
una preparacion lactea, cereales, etc.

Dicha composicion alimentaria puede estar destinada al ser humano o a un animal y puede encontrarse
concretamente en forma de productos alimentarios dietéticos o no, de uso hospitalario o no. En particular, esta
composicion puede ser un soluto enteral.

La concentracion masica de dicho complejo macromolecular representa de 10 ng/g a 2 ng/g, preferentemente de 10
ng/g a 1 ug/g de la composicién alimentaria.

Finalmente, el complejo macromolecular obtenido de acuerdo con el procedimiento descrito anteriormente puede
incorporarse como ingrediente alimentario en composiciones nutracéuticas.

La invencion tiene, por lo tanto, como objeto una composicion nutracéutica que comprende al menos dicho complejo
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macromolecular, y al menos un soporte nutracéuticamente aceptable.

La concentracion masica de dicho complejo macromolecular representa de 10 ug/g a 5 pg/g de la composicion
nutracéutica.

Por composicién nutracéutica, se entiende una composicién que posee efectos fisiologicos beneficiosos o
protectores superiores a los que podria aportar la nutricion clasica.

Dicha composicion nutracéutica puede encontrarse en forma de suplementos nutricionales. Estos suplementos
nutricionales pueden estar en forma soélida, tales como comprimidos, polvos, grageas, capsulas, o en forma liquida
tales como bebidas o emulsiones.

La composicion nutracéutica de acuerdo con la invencion puede utilizarse, por lo tanto, para prevenir reumatismos
inflamatorios, artrosis.

La invencion se refiere, por lo tanto, a la utilizacion de dicha composicion nutracéutica para la obtencion de un
suplemento nutricional destinado a prevenir reumatismos inflamatorios, artrosis.

De este modo, la invencién se refiere a una composicion nutracéutica para una utilizacion en la prevenciéon de
reumatismos inflamatorios, y de artrosis.

Descripcion de las figuras

La figura 1 representa el reconocimiento in vitro por la galectina-1 del complejo macromolecular obtenido con una
fermentacién a pH regulado o a pH no regulado de acuerdo con la invencion.

La figura 2 representa el reconocimiento in vitro por TLR-6 del complejo macromolecular obtenido con una
fermentacién a pH regulado o a pH no regulado de acuerdo con la invencion.

La figura 3 representa la puntuacion de artritis en ratones DBA1 después de dos inyecciones de colageno con o sin
tratamiento con el complejo macromolecular preparado de acuerdo con el ejemplo 2 (0,2 mg/l, es decir 30-40 ug/kg).
La figura 4 representa la evolucion de la artritis inducida por un coctel de anticuerpos y de LPS en ratones DBA1.

La figura 5 representa la evolucién de la puntuacién de artritis en los ratones DBA1 tratados con el complejo
macromolecular hidrolizado (0,2 mg de complejo macromolecular hidrolizado/l).

La figura 6a representa articulaciones de miembros posteriores izquierdos (que no han experimentado inyeccion de
yodoacetato de sodio: MIA) de ratas que pertenecen al grupo de control no tratado con el complejo macromolecular
de la invencién.

La figura 6b representa articulaciones de miembros posteriores izquierdos (que no han experimentado inyeccion de
MIA) de ratas que pertenecen al grupo tratado con el complejo macromolecular de la invencion.

Las figuras 7a y 7b representan articulaciones de miembros posteriores derechos (que han experimentado una
inyeccion de MIA) de ratas que pertenecen al grupo de control no tratado con el complejo macromolecular de la
invencion.

Las figuras 7c y 7d representan articulaciones de miembros posteriores derechos (que han experimentado una
inyeccion de MIA) de ratas que pertenecen al grupo tratado con el complejo macromolecular de la invencion.

Descripcion detallada de la invenciéon
La presente invencion se ilustrara mediante los siguientes ejemplos.
EJEMPLOS

Ejemplo 1 Preparacién y aislamiento del complejo macromolecular de acuerdo con la invencién (pH regulado
durante la fermentacion)

Se prepara un medio de cultivo que contiene los siguientes ingredientes:

- de 1 a 20 g/l de una base proteica compuesta por permeado de proteinas de lecha hidrolizado o en forma nativa
- de 30 a 80 g/l de lactosa

- de0,1a0,5 g/l de acido ascorbico

- de 0,5 a 3 g/l de dihidrogenofosfato de potasio

Una primera solucion se reconstituye con lactosa sola y se esteriliza a 108 °C durante 130 minutos. Una segunda
solucion se reconstituye con el resto de los ingredientes y se esteriliza a 121 °C durante 20 minutos.

La fermentacion es de tipo discontinuo a pH regulado durante 24 horas.

1- Fermentacion de tipo discontinuo a pH requlado




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 581 836 T3

El pH se ajusta a un valor de 6,5 una vez vertidas las dos soluciones en el fermentador. EI medio de cultivo se
siembra con del 6 al 10 % (v/v) de un indculo de 24 h que contiene entre 1x10° y 2x108 unidades formadoras de
colonias (UFC) de bifidobacterias procedentes de la cepa Bifidobacterium longum depositada con el nimero CNCM
I-3994 en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM) por ml de medio de cultivo. Las bacterias
se cultivan con agitacion, sin aireacion del medio y a una temperatura de 37 °C. El pH se mantiene a 6,5 mediante
adicion de sosa (1 N a 3 N) durante la fermentacion.

La fermentacion dura 24 horas y la poblacion de Bifidobacterium longum al final del cultivo esta comprendida entre
2x108 y 1x10"° UFC por ml de medio de cultivo.

2- Aislamiento del complejo macromolecular

Al final del cultivo, las bacterias se eliminan mediante centrifugado a 13000 g durante 30 minutos a una temperatura
de 4 °C o mediante microfiltracion en cartuchos MILLISTACK (Millipore) de superficie apropiada al volumen de
fermentacion.

El sobrenadante se ultrafiltra a temperatura ambiente y en condiciones estériles en un aparato de tipo AMICON
Proflux M12 (Millipore). Una primera ultrafiltracion se efectiia en un cartucho espiralado de tipo HELICON (Millipore)
de un umbral de corte de 10 Da.

El sobrenadante se concentra como maximo 15 veces, a continuacion se lava de forma continua con agua
osmotizada estéril, 30 veces el volumen concentrado. El retentado de 10 kDa recuperado se conserva a 4 °C o se
congela para la segunda ultrafiltracion.

La segunda ultrafiltracion se realiza también a temperatura ambiente y en condiciones estériles en el mismo aparato
que anteriormente pero equipado con un soporte para cartuchos de tipo PELLICON (Millipore). El cartucho utilizado
es de tipo BIOMAX de 0,5 m? de superficie y de un umbral de corte de 100 kDa. El retentado de 10 kDa se concentra
como maximo 2 veces y a continuacion se lava de forma continua con 30 volumenes de agua osmotizada.

El retentado >100 kDa se conserva en forma congelada o liofilizada hasta la purificacién.

El complejo macromolecular contenido en el retentado >100 kDa, se obtiene a continuacién en condiciones estériles
mediante cromatografia de exclusiéon en un gel de tipo Superdex 200 (GE Healthcare). El complejo macromolecular
se separa de este modo y a continuacion se eluye en la fraccion excluida (> 600 kDa) con un tampén Tris/HCI 50
mM - NaCl 150 mM, pH 8,0.

Esta fraccién excluida es desalada a continuacién por filtraciéon, a continuacion se diafiltra con de 5 a 7 volumenes
de agua osmotizada estéril. EI complejo macromolecular se recupera y se conserva de este modo en una forma
liofilizada.

Ejemplo 2: Preparacion y aislamiento del complejo macromolecular de acuerdo con la invencién (pH no
requlado durante la fermentacion)

La composicion del medio de cultivo y las etapas son las mismas que en el ejemplo 1 a excepcién de que, en este
ejemplo, el pH no esta regulado durante la fermentacion, la etapa 1 es reemplazada de este modo por la etapa
descrita a continuacion.

1-Fermentation de tipo discontinuo a pH no requlado durante la fermentacién:

El pH se ajusta a un valor de 6,5 una vez vertidas las dos soluciones en el fermentador. EI medio de cultivo se
siembra con del 6 al 10 % (v/v) de un indculo de 24 h, que comprende entre 1x108 y 2x108 unidades formadoras de
colonias (UFC) de bifidobacterias procedentes de la cepa Bifidobacterium longum depositada con el nimero CNCM
I-3994 en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM) por ml de medio de cultivo. Las bacterias
se cultivan con agitacién, sin aireacion del medio y a una temperatura de 37 °C. El pH no se ajusta durante la
fermentacion. La fermentacion dura 24 horas y la poblaciéon de Bifidobacterium longum al final del cultivo esta
comprendida entre 1x107 y 1x10° UFC por ml de medio de cultivo.

El aislamiento del complejo macromolecular puede realizarse a continuacion de acuerdo con la etapa 2 del ejemplo
1.

En lo sucesivo en este texto, C1 hace referencia al complejo macromolecular preparado de acuerdo con el ejemplo 2
de la invencién.

Ejemplo 3 Caracterizacién del complejo macromolecular

Las partes sacaridicas, proteicas y lipidicas de las que estd constituido el complejo macromolecular se
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caracterizaron cualitativa y cuantitativamente con ayuda de diversos métodos analiticos.

La concentracién proteica se determiné mediante el método de Lowry. Esta es de 80 a 400 u/mg de polvo (del 8 al
40 % del complejo macromolecular).

La concentracion de sacaridos se determind mediante cromatografia en fase gaseosa después de metandlisis
(MeOH/HCI a 0,5 N), a continuacion derivacion mediante anhidrido heptafluorobutirico (20 ul en 100 pl de acetonitrilo

anhidro). Esta es de 20 a 150 pg/ mg de polvo (del 2 al 15 % del complejo macromolecular).
» Lipoproteina: la secuencia SEQ ID n.° 2 es la siguiente:

MTNVRVIKPALAALVAAAACVGGLAFSSAQPAQADTYSDLINAQNQHAASVQREAELKQ
QLAGASQDLANKVLELDDLTNNKIVAAQAKVTQANEDAATAQDEADAASGRLSAAQKDK
ETLEEQIKQTGKDYDDAHAAVAQLARDEMHGSNASDVMSVVTGATSTQDFVNSMQSRDA
LSRNEANAASSAATSLSTSKNRGERLAATEKQTIAVLKTQADEKAASAQTAAETAQSERD
ALDKLRQEGEARRDELSSMIDSLDSQSAKQAAQTVLIASQVDSYNRQFQKEQQDAANRV
DITGNQGGTPSTPVTPAPAPAPAPAPAPAPAPAPSVGGQGTSNGDYGNAYATGQCTYWAY
ERRRQOMGIGTPSYLGNGGDWWRNAPSYGLRVDHNPQVGAALSFLPGQDGADGTWGHVAV
VEAVYGDGTFQISEMNVGGLWMMNYRTLTNLGQYWFVH

Ademas, la composicion de lipidos establecida por cromatografia en fase gaseosa acoplada a espectrometria de
masa muestra la presencia de picos mayores de acidos grasos de longitud C14:0, C16:0 y C18:0.

»Azucar: la parte sacaridica de la macromolécula contiene los sacaridos mencionados en la tabla 1 de acuerdo
con las siguientes relaciones molares:

Tabla 1: Distribucién masica de azucares que entran en la composicién del complejo macromolecular
Gal Man Glc Gal NAc Glc NAc Rham

15,35 | 4,95 35,10 | 6,75 1,5 1,45

Composicion masica (ug/mg de complejo
macromolecular)

» El complejo macromolecular es reconocido in vitro por la galectina 1 (figura 1).

En el presente ejemplo, el complejo macromolecular de la presente invencion y procedente de la fermentacién a
pH regulado o no regulado es reconocido, después de adsorcion en pocillos de microplacas, por la galectina 1
(revelacion mediante sistema de biotina-estreptavidina). De acuerdo con la figura 1, se observa saturacion para
concentraciones del orden de 10 a 20 ng de complejo macromolecular para 10 ng de galectina-1.

» El complejo macromolecular es reconocido in vitro por el TLR-6 (figura 2)

En el presente ejemplo, el complejo macromolecular de la presente invencién procedente de fermentaciéon a pH
regulado o no regulado es reconocido, después de adsorcion en pocillos de microplacas, por el TLR6 (revelacion
mediante sistema de biotina-estreptavidina). De acuerdo con la figura 2, se observa saturacion para
concentraciones del orden de 10 a 20 pg de macromolécula para 10 ng de TLR6. La expresion por unidad de
peptidoglicano es de aproximadamente 0,2 a 0,4 ng de peptidoglicano para 1 pg de macromolécula.

Ejemplo 4: Efecto del complejo macromolecular C1 en ratéon con flora de paciente artritico

Para este estudio, los ratones utilizados se dividieron en dos grupos:

- un grupo de ensayo en el que ratones axénicos se asociaron a la flora de un paciente aquejado de poliartritis
evolutiva (FA);

- un grupo de control en el que ratones axénicos se sembraron con la flora de un voluntario sano (FN).

Para el estudio se utilizaron los descendientes de la primera a la cuarta generacion.

El complejo macromolecular C1 [pH no regulado] se administré por via oral durante 15 dias a la dosis de 0,2 mg/l (la
dosis media tomada por raton esta comprendida entre 25-50 pg/kg).

Los ratones, en ayunas desde la vispera, fueron sacrificados. El bazo se extirpd asépticamente y se traté con
colagenasa para liberar los esplenocitos. Las células dendriticas CD11c, los linfocitos Th CD4(+) y Treg., se aislaron
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con ayuda el sistema MACs. La flora intestinal se analizé en el ileon, el ciego y el colon. La translocacién bacteriana
se evalué mediante analisis bacteriologico de las placas de Peyer, del higado, del pulmén, de los rifiones y de la
sangre.

Los resultados se agruparon en la tabla 2 y demuestran claramente un aumento de la tasa de bifidobacterias a lo
largo del intestino de los ratones tratados con C1 y muestra de este modo el efecto beneficioso de la administracion
de este ultimo sobre la flora intestinal.

Tabla 2: Efecto de la administracion del complejo macromolecular C1 sobre la flora intestinal.

control ensayo p
Ratén (n) 6 5
ileon
E. coli 5,38 + 0,6 (5) 4,89 £ 1,3 (5 NS
Bifidobacterias 2,68+0,7 (2 3,49 £1,7 (5) 0,0398
ciego
E. coli 7,89+ 0,3 (6) 7,52+ 0,4 (5) NS
Bifidobacterias 3,06 + 0,4 (3) 6,43 1,5 (5) 0,0061
colon
E. coli 7,61+1,4(6) 8,11+0,4 (5) NS
Bifidobacterias 3,0+£0,8(6) 6,56 1,5 (5) 0,0057

Ejemplo 5: Implicacién de las bacterias intestinales en la artritis en los ratones DBA1 y efecto del complejo

macromolecular C1 de la invencién

Para este estudio, se establecieron dos modelos de acuerdo con el tipo de inyeccion seleccionada:

- Modelo 1: dos dosis de colageno a un intervalo de tres semanas se inyectan en ratones DBA1;
- Modelo 2: un céctel de anticuerpos anticolageno (MD Biosciences) seguido de una inyeccion tres dias mas tarde
de LPS (lipopolisacéarido) se inyectan en ratones DBA1.

Sea cual sea el modelo, estas inyecciones inducen un cuadro clinico evocador de PAR (poliartritis reumatoide). La
puntuacién de artritis se establece estimando el enrojecimiento y la hinchazén de las patas.

El tratamiento con el complejo macromolecular C1 se inicid6 15 dias antes de la primera inyecciéon del inductor
(modelo 1-figura 3), o con la aparicidon de los sintomas (modelo 2-figura 4). Las concentraciones del complejo
macromolecular C1 se escalonan entre 0,1 mg/l y 0,5 mg/l, es decir dosis diarias estimadas entre 10 y 100 pg/kg de
peso corporal.

La dosis eficaz esté situada en una horquilla de 30 a 90 pg/kg de acuerdo con el modelo de induccién de artritis
(figuras 3y 4).

La puntuacion aumenta aproximadamente diez dias después de la segunda inyeccion de colageno en el primer
modelo y 3-4 dias después de la inyeccion de LPS en el segundo caso.

Después de tres dias de interrupcion (modelo 2), el tratamiento se administra de nuevo (a razén de 0,2 mg/l, es decir
de 0,01 a 0,05 mg del complejo macromolecular C1/kg de peso corporal).

La tabla 3 representa el analisis concomitante de la flora intestinal y muestra que la intensidad de la inflamacion
articular es mas intensa cuando el nimero de células dendriticas esplénicas es bajo, en tratamiento con el complejo
macromolecular C1 de la invencién, mientras que no existe ninguna dependencia entre los dos factores en ausencia
de tratamiento.

Ahora bien, se observa en los ratones tratados que el numero de células dendriticas esplénicas esta ligado no
solamente a una poblacién de lactobacilos (Lb09) sino también a la poblacién de Bacteroides del ciego. En ausencia
de tratamiento, el numero de células dendriticas esta afectado exclusivamente por poblaciones de lactobacilos. En
los dos grupos de ratones, cuanto mas elevado es el nimero de Lactobacillus 09 en el colon, menos células
dendriticas alberga el bazo. Pero la correlacion entre Lactobacillus 09 e intensidad de la inflamacion articular
solamente se vuelve significativa cuando el tratamiento anula el efecto de una segunda poblacion de lactobacilos
(Lactobacillus 081) sobre las células dendriticas (tabla 3).

Se observa, por lo tanto, una correlaciéon entre esta poblacion de lactobacilos (Lb 081) localizada en el ciego y las
placas de Peyer y la intensidad de la inflamaciéon en ausencia de tratamiento mientras que no se ha encontrado
ninguna dependencia con tratamiento aunque la poblacién de Lactobacillus 081 no disminuye (tabla 3).
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En conclusion, el tratamiento no tiene ningun efecto antibacteriano frente a la poblacién de lactobacilos, sino que
incluye en el balance metabdlico de los lactobacilos Lb081, de los cuales uno o varios de los productos finales
podrian estar implicados en la inflamacién articular.

Tabla 3: Correlacion entre poblaciones bacterianas intestinales, puntuacion de artritis y células dendriticas de
acuerdo con el tratamiento

Ratén de control rs* p
| o . Frente a puntuacion de
ocalizacion Bacterias i
artritis
Intestino delgado Lactobacillus reuteri -0,736 <0,04
Streptococcus sp. -0,812 <0,02
Ciego Lactobacillus sp. 081 0,88 <0,01
Bacteroides fragilis -0,862 <0,006
Colon Streptococcus sp. -0,986 <0,0004
Placas de Peyer Lactobacillus sp. 081 0,88 <0,01
Streptococcus sp. -0,736 <0,05
frente a CD esplénicas
Intestino delgado Lactobacillus sp. 081 0,771 <0,05
Colon Lactobacillus sp. 09 -0,829 <0,01
Ratoén tratado con el complejo macromolecular rs*
L o frente a puntuacioén de
ocalizacion "
artritis
Ciego Bacteroides sp. -0.791 <0,05
Colon Lactobacillus sp. 09 0,805 <0,02
Placas de Peyer Lactobacillus sp. 082 -0,77 <0,02
frente a CD esplénicas
Ciego Bacteroides fragilis 0,829 <0,05
Colon Lactobacillus sp. 09 -0,829** <0,05

*rs=coeficiente de Spearman
**correlacion de puntuacién de artritis en funcién del nimero de células dendriticas rs=-0,812 p<0,05

Ejemplo 6: Importancia de la agregacion de las cadenas que constituyen el complejo macromolecular C1 de
la invencién

Este ejemplo demuestra el efecto de la hidrdlisis acida sobre la eficacia antiartritica.

28 mg del complejo macromolecular preparado de acuerdo con el ejemplo 2 se diluyen en 100 ml de una solucién de
acido acético al 70 %. La solucion se lleva a 75 °C durante 100 min. La degradacién en moléculas de baja masa
molecular se verifica mediante cromatografia en Superdex 200 (la concentracidon de macromolécula residual es del
orden del 2,5 %). Después de la liofilizacion del producto degradado que permite la eliminacion del acido acético, el
polvo se recupera en un volumen de agua estéril equivalente para administraciéon a ratones DBA1 (modelo 1).

De acuerdo con la figura 5, se observa un efecto proartritico, siendo las puntuaciones de artritis mas elevadas a lo
largo del tiempo en el grupo tratado con la macromolécula hidrolizada (ANOVA dos factores medidos repetidos,
p=5,43852E-08). En conclusién, es necesario que las unidades de lipoproteina bifida asociadas a los oligosacaridos
se agreguen en forma de macromoléculas para que se observe actividad antiartritica.

Ejemplo 7: Comparacidn entre el efecto de la administracién del complejo macromolecular procedente de la
cepa Bifidobacterium breve y el procedente de la cepa Bifidobacterium longum

La tabla 4 demuestra el efecto del tratamiento con el complejo macromolecular procedente de la cepa
Bifidobacterium longum (C1) por un lado y compara este ultimo con el producido por la administracion del complejo
macromolecular procedente de la Bifidobacterium breve (tal como se describe en el documento WO 2006/040485).

En lo sucesivo en este texto, C2 hace referencia al complejo macromolecular preparado de acuerdo con el ejemplo 1
del documento WO 2006/040485.

El protocolo experimental es idéntico al descrito en el ejemplo 4.
Los resultados agrupados en la tabla 4 muestran que:

- el namero de linfocitos Th CD4(+) esplénicos es mas bajo en los ratones tratados con C2 (complejo

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 581 836 T3

macromolecular procedente de la cepa Bifidobacterium breve) con respecto a los ratones de control o a los
tratados con C1 (complejo macromolecular procedente de la cepa Bifidobacterium longum)

- el numero de linfocitos Treg (células reguladoras) es menor en los ratones tratados con C2 con respecto a los
ratones de control o a los tratados con C1.

Estos resultados muestran, de este modo, que el tratamiento es menos eficaz en el caso de la administracion del
complejo macromolecular procedente de la cepa Bifidobacterium breve que con el complejo macromolecular
procedente de la cepa Bifidobacterium longum depositada con el nimero CNCM 1-3994. En efecto, la administracion
del complejo de acuerdo con la invencion mantiene la produccion de células T reguladoras, células que juegan un
papel preponderante en la respuesta antiinflamatoria.

Tabla 4: Poblacion celular en funcién del tratamiento administrado

FA Células dendriticas Linfocitos T

Th Treg
raton (n)* CD11c CD4+ CD4+, CD25+
Tratamiento de control (4) 3,6 £0,9** 5,30+£0,6 0,32 £ 0,04
C1(4) 3,04+£0,3 52+0,3 0,30 £ 0,07
C2 (4) 3,28 £ 0,6 4,07 +1,0 0,22 £ 0,03

* los ratones son de edad comparable (aproximadamente 7 meses)
a: expresion en % de esplenocitos
**ratones asociados a flora de voluntario sano CD11c= 4,76 + 1,6

Por otro lado, la tabla 5 representa la correlacién de Spearman entre las poblaciones celulares.

De demuestra en esta tabla que las tasas de células dendriticas y de linfocitos T esplénicos se correlacionan en los
ratones tratados con el complejo macromolecular procedente de la cepa Bifidobacterium longum C1 (correlacion de
Spearman cercana a 1) mientras que las poblaciones celulares son numéricamente independientes en los ratones
tratados con el complejo macromolecular procedente de la cepa Bifidobacterium breve C2 (correlacion de Spearman
cercana a 0).

Mas especificamente, la tasa de células dendriticas en los ratones tratados con el complejo macromolecular
procedente de la cepa Bifidobacterium longum C1 se correlaciona con la subpoblacion de linfocitos T, los linfocitos
Treg CD4, CD25 productos de interleuquina 10 antiinflamatoria. Las dos poblaciones celulares evolucionan, por lo
tanto, de forma dependiente en tratamiento con el complejo macromolecular procedente de la cepa Bifidobacterium
longum CA1. El complejo macromolecular procedente de la cepa Bifidobacterium longum C1 acondiciona, por lo tanto,
las células dendriticas, lo que facilita el reclutamiento por estas células de los linfocitos productores de interleuquina
10.

Tabla 5: correlacion de Spearman entre las poblaciones celulares de acuerdo con el tratamiento

rs* CD11c frente a Th CD4+ p CD11c frente a Th CD4+, CD25+ p
Tratamiento de control (9) 0,45 NS 0,45 NS
C1(7) 0,81 <0,050,79 <0.05
C2(7) 0,16 NS 0,07 NS

Ejemplo 8: Modificacion de la expresion de los genes

Las tablas 6 y 7 demuestran el efecto del tratamiento unido a la administracion del complejo macromolecular C1
frente a la expresion de los genes comparando las expresiones de los genes de las células dendriticas de ratén
asociadas a una flora de paciente artritico con respecto a ratones asociados a la flora de voluntario sano (FA frente
a FN en la tabla 6) con los de células dendriticas de bazo de ratén asociado a una flora de paciente artritico tratadas
durante 15 dias con 0,2 mg/I del complejo macromolecular C1 con respecto a ratones no tratados (FAt frente a FA
en la tabla 6). Estos resultados muestran que la hiperestimulacion de la flora en el sistema inmunitario se lleva de
nuevo a la normal con el tratamiento.

En efecto, en el caso de ratones que albergan una flora de artritis, cierto nimero de genes estan sobreexpresados
tales como genes de protedlisis o de hidrdlisis de los azucares que intervienen en la digestion de los antigenos
captados por las células dendriticas, asi como de los genes implicados en la inflamacion (elastasa). Después del
tratamiento (FAt frente a FA), se encuentra una expresién similar a la de ratones que albergan una flora de sujeto
sano: a modo de ejemplo para elastasa, la relacion FC de su expresion en ratones que albergan la flora de artritis
(FA) frente a ratones que albergan una flora de sujeto sano (FN) (FA frente a FN antes del tratamiento) es de
+24,725. Después del tratamiento de los ratones que albergan la flora de artritis con el complejo macromolecular C1,
la relacion FC que compara su expresion con la de los ratones que albergan la flora de paciente aquejado de artritis
no tratados (FAt frente a FA) (después del tratamiento) es de -23,92, es decir un retorno a su expresion de base
en un ratén que albergan una flora de sujeto sano.

11
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Por otro lado, la tabla 7 demuestra los genes que no han sido sobreactivados por la flora de artritis con respecto a la
flora de sujeto sano pero cuya expresion esta igualmente modificada por la administracién del tratamiento con la C1.
Por ejemplo, el gen de la prostaglandina 2 reductasa estd sobreexpresado, lo que sugiere una atenuacion de la
inflamacion. Del mismo modo, el gen Ednrb implicado en los procesos inflamatorios esta sobreexpresado tras el
tratamiento.

Ejemplo 9: Prevencién de la artrosis quimio-inducida en rata por administraciéon del complejo
macromolecular

Modo operatorio:

La artrosis es inducida en ratas de la cepa CD macho de 125-150 g (CHARLES RIVER) por una inyeccién en la
articulacion tibio-femoral derecha de 3 mg (0,05 ml de una solucién a 60mg/ml) de yodoacetato de sodio (MIA).

Los animales son observados a continuacion (gradacién de la cojera) durante un periodo postoperatorio de
aproximadamente 15 dias antes de recibir de forma continua el complejo macromolecular procedente de la cepa
Bifidobacterium longum C1 (solucidon acuosa de 0,3 mg de complejo macromolecular procedente de la cepa
Bifidobacterium longum C1/1) por hueso durante 3 semanas (periodo de adaptacion).

Durante las 5 semanas siguientes, la misma solucion de complejo macromolecular procedente de la cepa
Bifidobacterium longum C1 se administra de forma discontinua (alternancia entre agua durante 3-4 dias y
administracion de la solucién que contiene el complejo macromolecular C1 durante 3-4 dias). De este modo, las
dosis recibidas por las ratas durante el periodo de adaptacion son de 26,3 + 7 pg de complejo macromolecular
C1/Kg de peso corporal, a continuacion durante el periodo de administracion de las 5 semanas siguientes, de 18,9 +
6 nug de complejo macromolecular C1/Kg de peso corporal.

Una vez finalizado en ensayo, las ratas son sacrificadas mediante inyeccion intraperitoneal de pentobarbital sédico
(CEVA Santé animale) de 2 a 4 horas después de haberles retirado la bebida y la alimentacion.

Por otro lado, ratas que no hayan recibido la administracion del complejo macromolecular procedente de la cepa
Bifidobacterium longum C1 también son sacrificadas (grupo de control).

Las articulaciones de los miembros posteriores de las ratas que pertenecen al grupo tratado con el complejo
macromolecular procedente de la cepa Bifidobacterium longum C1 y las ratas del grupo de control son extraidas y se
observa la union articular tibio-femoral (figuras 6 y 7).

En las figuras 6 y 7, 1 representa el fémur, 2 representa el cartilago, 3 representa la membrana sinovial, 4
representa la rétula y 5 representa la tibia.

Ademas, se realiza un andlisis bacterioldgico en los siguientes érganos: sangre, pulmon, higado, bazo, rifién, placas
de Peyer, ileon (tres fragmentos), ciego, colon.

Resultados:

Las figuras 6a y 6b no demuestran ninguna deformacion de las articulaciones de los miembros posteriores. Los
miembros posteriores derechos (inyeccion de MIA) de ratas no tratadas con el complejo macromolecular C1
muestran una deformacion evocadora de las lesiones de artrosis (figuras 7a y 7b). Por el contrario, no se observa
deformacion en ratas que han recibido el complejo macromolecular C1 (50 % de ratas sensibles) (figuras 7c y 7d).

Por otro lado, el analisis bacteriolégico permite formular las siguientes observaciones. En las ratas sensibles, la flora
intestinal se modifica en varios sitios:

- los estafilococos son indetectables en el ileon distal,

- las enterobacterias (diferentes de E. coli) son indetectables en el colon,

- se observa una disminucion de clostridios en el ciego (<2,7 frente a 3,2 + 0,5 log ufc/g en las ratas de control),

- se observa una disminucién de enterococos en el colon (<5 log ufc/g frente a 6,2 + 0,5 log ufc/g en las ratas de
control).

Por otro lado, se observa una translocacion de lactobacilos en el pulmén (4,2 + 2,5 log ufc/g) mientras que los
pulmones de las ratas no protegidas son estériles o estan contaminados por estafilococos.

Conclusiones:

Cuando la administracion del complejo macromolecular de la invencién modifica el equilibrio de la flora intestinal en
el modelo de artrosis y la translocaciéon bacteriana, ésta protege eficazmente el animal del proceso degenerativo

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

inducido por la inyeccion de MIA.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> BIFINOVE

<120> COMPLEJO MACROMOLECULAR DE ORIGEN BACTERIANO Y UTILIZACION DE DICHO
COMPLEJO MACROMOLECULAR PARA PREVENIRY TRATAR LOS REUMATISMOS INFLAMATORIOS

<130> BCT110303QT

<150> FR1055432
<151> 05-07-2010

<160> 2

<170> Patentln version 3.5

<210> 1

<211> 229
<212> PRT
<213> Bifidobacterium longum

<400> 1

Met

Ala

Gln

Ser

€5

Asn

Ala

Ala

Gly

Thr

Ala

Ala

Ser

50

Gln

Lys

Ala

Lys
130

Asn

Ala

Asp

35

Val

Asp

Ile

Thr

Gln

115

Asp

val

Cys

20

Thr

Gln

Leu

Val

Ala

100

Lys

Tyr

Arg

Val

Tyr

Ala

Ala

85

Gln

Asp

Asp

ES 2 581 836 T3

Val

Gly

Ser

Glu

Asn

70

Ala

Asp

Lys

Asp

Ile

Gly

Asp

Ala

55

Lys

Gln

Glu

Glu

Ala
135

Lys

Leu

Leu

40

Glu

val

Ala

Ala

Thr

120

His

13

Pro

Ala

25

Ile

Leu

Leu

Lys

Asp

105

Leu

Ala

Ala

10

Phe

Asn

Lys

Glu

Val

50

Ala

Glu

Ala

Leu

Ser

Ala

Gln

Leu

75

Thr

Ala

Glu

val

Ala

Ser

Gln

Gln

60

Asp

Gln

Ser

Gln

Ala
140

Ala

Ala

Asn

45

Leu

Asp

Ala

Gly

Ile

125

Gln

Leu

Gln

30

Gln

Ala

Leu

Asn

Arg

110

Lys

Leu

Val

15

Pro

His

Gly

Thr

Glu

95

Leu

Gln

Ala

Ala

Ala

Ala

Ala

Asn

80

Asp

Ser

Thr

Arg



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Asp
145

Gly

Ala

Leu

Gln

Axrg

225

<210>2
<211> 451
<212> PRT

Glu

Ala

Leu

Ser

Ile

210

Pro

Met

Thr

Ser

Thr

195

Ala

Pro

His

Ser

Arg

180

Ser

Val

Pro

<213> Bifidobacterium longum

<400> 2

Ala

Gln

Ala

Ser

65

Asn

Ala

la

Thr

Ala

Ala

Ser

Gln

Lys

Ala

Ala

Asn

Ala

Asp

35

Val

Asp

Ile

Thr

Gln

Val

Cys

20

Thr

Gln

Leu

Val

Ala

100

Lys

Gly

Thr

165

Asn

Lys

Len

Lys

Arg

val

Tyr

Arg

Ala

Ala

BS

Gln

Asp

ES 2 581 836 T3

Ser

150

Gln

Glu

Asn

Lys

Val

Gly

Ser

Glu

Asn

70

Ala

Asp

Lys

Asn

Asp

Ala

Arg

Thr
215

Ile

Gly

Asp

Ala

Lys

Gln

Glu

Glu

Ala

Phe

Asn

Gly

200

Gln

Lys

Leu

Leu

40

Glu

Val

Ala

Ala

Thr

14

Ser

Val

Ala

185

Glu

Ala

Pro

Ala

25

Ile

Leu

Leu

Lys

Asp

105

Leu

Asp

Asn

170

Ala

Arg

Asp

Ala

10

Phe

Asn

Lys

Glu

Val

90

Ala

Glu

Val

155

Ser

Ser

Leu

Glu

Leu

Ser

Ala

Gln

Leu

75

Thr

Ala

Glu

Met

Met.

Ser

Ala

Lys
220

Ala

Ser

Gln

Gln

Asp

Gln

Ser

Gln

Ser

Gln

Ala

Ala

205

Ala

Ala

Ala

Asn

45

Leu

Asp

Ala

Gly

Ile

Val

Ser

Ala

190

Ile

Ala

Leu

Gln

30

Gln

Ala

Leu

Asn

Arg

110

Lys

Val

Arg

175

Thr

Glu

Pro

Val

15

Pro

His

Gly

Thr

Glu

95

Leu

Gln

Thr

160

Asp

Ser

Lys

His

Ala

Ala

Ala

Ala

Asn

80

Asp

Ser

Thr



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Gly

Asp

145

Gly

Ala

Leu

Gln

Gln

225

Leu

Asp

Ile

Gln

Ser

305

Ala

aAsn

3/4la

Lys

130

Glu

Ala

Leu

Ser

Ile

210

Thr

Arg

Ser

Ala

Asp

290

Thr

Pro

Gly

Tyr

115

Asp

Met

Thr

Ser

Thr

135

Ala

ARla

Gln

Leu

Ser

275

Ala

Pro

Ala

Asp

Glu

Tyr

His

Ser

Arg

180

Ser

Vval

Ala

Glu

AsSp

260

Gln

Ala

val

Pro

Tyr

340

Arg

Asp

Gly

Thr

165

Asn

Lys

Leu

Glu

Gly

245

Ser

val

Asn

Thr

Ala

325

Gly

Arg

ES 2 581 836 T3

Asp

Ser

150

Gln

Glu

Asn

Lys

Thr

230

Glu

Gln

Asp

Arg

Pro

310

Pro

Asn

Arg

Ala

135

Asn

Asp

Ala

Arg

Thr

215

Ala

Ala

Ser

Ser

val

295

Ala

Ala

Ala

Gln

120

His

Ala

Phe

Asn

Gly

200

Gln

Gln

Arg

Ala

Tyr

280

Asp

Pro

Pro

Tyr

Met

15

Ala

Ser

val

Ala

185

Glu

Ala

Ser

Arg

Lys

265

Asn

Thr

Ala

Ser

Ala

345

Gly

Ala

Asp

Asn

170

Ala

Arg

Asp

Glu

Asp

250

Gln

Arg

Gly

Pro

Val

330

Thr

Ile

Val

Val

155

Ser

Ser

Leu

Glu

aArg

235

Glu

Ala

Gln

Asn

Ala

315

Gly

Gly

Gly

Ala

140

Met

Met

Ser

Ala

Lys

220

Asp

Leu

Ala

Fhe

Gln

300

Pro

Gly

Gln

Thr

125

Gln

Ser

Gln

Ala

Ala

205

Ala

Ala

Ser

Gln

Gln

285

Gly

Ala

Gln

Cys

Pro

Leu

Val

Ser

Ala

150

Ile

Ala

Leu

Ser

Thr

270

Lys

Gly

Pro

Gly

Thr

350

Ser

Ala

Val

Arg

175

Thr

Glu

Ser

Asp

Met

255

vVal

Glu

Thr

Ala

Thr

335

Tyr

Tyr

Arg

Thr

160

Asp

Ser

Lys

Ala

Lys

240

Ile

Leu

Gln

Pro

Pro

320

Ser

Trp

Leu



10

15

20

25

38

Gly

val

385

Gln

Val

Leu

Phe

Asn

370

Asp

Asp

Tyr

Trp

Val
450

355

Gly

His

Gly

Gly

Met

435

His

Gly

Asn

Ala

Asp

420

Met

Asp

Pro

Asp

405

Gly

Asn

ES 2 581 836 T3

Trp

Gln

390

Gly

Thr

Tyr

Trp

375

Val

Thr

Phe

Arg

360

Arg

Gly

Trp

Gln

Thr
440

16

Asn

Ala

Gly

Ile

425

Leu

Ala Pro

Ala Leu
395

His Vval
410

Ser Glu

Thr Asn

Ser

380

Ser

Ala

Met

Leu

365

Tyr

Phe

Val

Asn

Gly
445

Gly

Leu

Val

Val

430

Gln

Leu

Pro

Glu

415

Gly

Tyr

Arg

Gly

400

Ala

Gly

Trp



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 581 836 T3

REIVINDICACIONES

1. Complejo macromolecular bacteriano producido por bacterias que pertenecen a la cepa Bifidobacterium longum,
depositada segun el tratado de Budapest con el nimero CNCM 1-3994, el 23 de mayo de 2008 en la Collection
Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM), constituido por cadenas que asocian una lipoproteina y un
oligosacérido caracterizado por que:

- la lipoproteina presenta una masa molecular de 30 kDa a 60 kDa;

- el oligosacarido presenta una masa molecular inferior a 15 kDa;

- la parte lipoproteica que esta constituida por el conjunto de las lipoproteinas de cada una de las cadenas
representa del 75 al 99 % en peso de la masa total del complejo y la parte oligosacaridica que esta constituida
por el conjunto de los oligosacaridos asociado a cada una de las cadenas representa del 1 al 25 % de la masa
total del complejo.

2. Complejo macromolecular de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado por que presenta una masa
molecular superior a 150 kDa, preferentemente superior a 400 kDa y de manera particularmente preferida superior o
igual a 600 kDa.

3. Complejo macromolecular de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 o 2, caracterizado por que la
lipoproteina comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID 1.

4. Complejo macromolecular de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por que la secuencia
de aminoacidos de la lipoproteina es SEQ ID 2.

5. Complejo macromolecular de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado por que los sacéaridos
que constituyen la parte sacaridica del complejo macromolecular se seleccionan entre galactosa (Gal), N-
acetilgalactosamina (Gal Nac), glucosa (Glc), N-acetilglucosamina (Glc Nac), ramnosa (Rham), y manosa (Man) y
sus mezclas.

6. Complejo macromolecular de acuerdo con la reivindicacion 5, caracterizado por que la composicién masica
media de galactosa estd comprendida entre 1 y 50 pg/mg de complejo macromolecular, de manosa esta
comprendida entre 0,5 y 10 ng/mg de complejo macromolecular; la de glucosa estd comprendida entre 3 y 80 ug/mg
de complejo macromolecular; la de N-acetilgalactosamina estda comprendida entre 2 y 30 pg/mg de complejo
macromolecular; la de N-acetilglucosamina esta comprendida entre 1 y 10 ug/mg de complejo macromolecular; la de
ramnosa esta comprendida entre 0,05 y 10 ug/mg de complejo macromolecular.

7. Complejo macromolecular de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado por que los lipidos
que constituyen la parte lipidica del complejo macromolecular se seleccionan entre el grupo constituido por acidos
grasos saturados largos de C14, C16, C18 y sus mezclas.

8. Composicion farmacéutica, caracterizada por que comprende al menos el complejo macromolecular de acuerdo
con una de las reivindicaciones 1 a 7, como principio activo, y al menos un soporte farmacéuticamente aceptable.

9. Composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 8, caracterizada por que la concentracion masica del
complejo macromolecular de acuerdo con la reivindicacion 1 representa de 0,1 a 50 pg/g de la composicion
farmacéutica.

10. Composiciéon farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 8 o 9, para una utilizaciéon en el tratamiento o la
prevencién de reumatismos inflamatorios y de artrosis.

11. Composicién alimentaria caracterizada por que contiene al menos dicho complejo macromolecular de acuerdo
con una de las reivindicaciones 1 a 7, y al menos un ingrediente alimentario.

12. Composicion alimentaria de acuerdo con la reivindicacion 11, caracterizada por que la concentracién masica
del complejo macromolecular de acuerdo con la reivindicacion 1 representa de 10 pg/g a 2 pg/g de la composicion
alimentaria.

13. Composiciéon alimentaria de acuerdo con una de las reivindicaciones 11 o 12, caracterizada por que se
presenta en forma de productos alimentarios.

14. Composicion nutracéutica caracterizada por que contiene al menos dicho complejo macromolecular de acuerdo
con una de las reivindicaciones 1 a 7, y al menos un soporte nutracéuticamente aceptable.

15. Composicién nutracéutica de acuerdo con la reivindicacion 14, caracterizada por que la concentracion masica

17
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del complejo macromolecular de acuerdo con la reivindicacion 1 representa de 10 pg/g a 5 pg/g de la composicion
nutracéutica.

16. Composicion nutracéutica de acuerdo con una de las reivindicaciones 14 o 15, caracterizada por que se
presenta en forma de suplementos nutricionales.

17. Composiciéon nutracéutica de acuerdo con una de las reivindicaciones 14 a 16, para una utilizacion en la
prevenciéon de reumatismos inflamatorios y de artrosis.

18. Cepa de bacterias Bifidobacterium longum, depositada segun el tratado de Budapest con el nimero CNCM I-
3994, el 23 de mayo de 2008 en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM).
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