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DESCRIPCION
Cepa bacteriana como agentes de prevencion y/o de tratamiento de patologias respiratorias
Introduccion

Se ha creido desde hace mucho tiempo que los pulmones sanos eran estériles y que solo las vias aéreas
superiores estaban colonizadas por bacterias. Sin embargo, desde 2010, se ha descrito una microbiota
pulmonar, en primer lugar en pacientes que padecen asma y Bronco Neumopatia Obstructiva Crénica (BPOC), y
después en individuos sanos.

Los datos disponibles en la bibliografia proceden mayoritariamente de estudios de metagenoma [1, 2, 3]. En
efecto, la carga bacteriana en los pulmones de buena salud es por lo menos de un orden de magnitud mas baja
que la del intestino. La mayoria de estas cepas no puede ser detectada por las tecnologias habituales basadas
en la puesta en cultivo de las muestras en medios sdlidos. Sin embargo, los progresos de las tecnologias de
secuenciacion han hecho posible la identificacion de cepas bacterianas mediante la secuenciacion de los genes
que codifican los ARNr 16S. Se ha podido demostrar asi que la microbiota del pulmén esta formada por una
diversidad relativamente grande de especies bacterianas. Desde un punto de vista taxonémico, las ramas mas
expandidas que han sido identificadas en las vias respiratorias son las proteobacterias (Proteobacteria), los
Firmicutes y los Bacteroidetes. Los géneros mas frecuentes son las Pseudomonas, Streptococcus, Prevotella,
Fusobacteria, Veillonella, Haemophilus asi como Neisseria (Hilty et al., PLoS One. 5(1):e8578, 2010; Erb-
Downward et al., PLoS One. 6(2): e16384, 2011).

La colonizacion por la microbiota tiene un impacto muy importante en la inmunidad y la salud. La investigacion en
este campo ha sido facilitada por la utilizacion de ratones axénicos (sin gérmenes). No se ha asociado por el
momento ningin microorganismo residente del pulmén a unos efectos beneficiosos sobre la inmunidad
pulmonar. Contrariamente al intestino, donde la bibliografia es abundante, la microbiota bacteriana pulmonar atn
esta poco descrita, y su influencia en el epitelio respiratorio y el desarrollo de la inmunidad en el recién nacido es
un tema innovador.

Las patologias respiratorias afectan al sistema respiratorio y provocan trastornos de su funcionamiento. Segun
las estadisticas publicadas en 2012 por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), todavia son la causa
principal de muerte de nifios menores de cinco afios en el mundo en 2010. La mayoria de los agentes patégenos
que causan infecciones respiratorias se transmiten por el aire y/o por contacto directo. Existe una necesidad en
la técnica para utilizar de manera eficaz y facil unas composiciones para tratar y prevenir las infecciones de las
vias respiratorias y de sus sintomas.

Bei Zhang et al. (International Journal of Molecular Medicine, 1 de agosto de 2012, paginas 248-254) describe la
utilizacion de una cepa de Enterococcus faecalis para el tratamiento de alergia pulmonar.

Descripcion

La presente invencion tiene por objeto nuevos tratamientos de las enfermedades respiratorias, en particular el
asma. La presente invencion tiene en particular por objeto su prevencion.

Mas particularmente, los presentes inventores han demostrado que una cepa particular de Enterococcus sp.
posee unas propiedades muy ventajosas en el tratamiento y/o la prevencion de enfermedades respiratorias tales
como el asma.

En efecto, esta cepa particular limita, incluso previene, la pérdida de peso en un modelo animal de asma alérgica
croénica. En este modelo, los pulmones de los animales que han recibido esta cepa particular no presentan o
presentan pocos signos de inflamacion, lo cual muestra el efecto protector de dicha bacteria. El epitelio pulmonar
de los animales tratados tiene el mismo grosor que el de los animales sanos, mientras que sus células epiteliales
tienen un aspecto muy similar al de las células sanas. Ademas, la cepa de la invencion provoca una expresion
aumentada de ciertas citocinas Th1 pero no la de las citocinas Th2, cuya expresion podra incluso disminuir en
ciertos casos.

En un primer aspecto, la invencion tiene por objeto una cepa de Enterococcus sp. que posee unas propiedades
de prevencion y/o de tratamiento de las enfermedades respiratorias. Mas especificamente, la invencion tiene por
objeto la cepa de Enterococcus sp. depositada con el nimero 1-4969 el 14 de abril de 2015 en la Collection
Nationale des Cultures de Microorganismes (CNCM), 25 rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francia.

La cepa 1-4969 es producida por cultivo, por ejemplo, en un medio de crecimiento conocido por el experto en la
materia (por ejemplo, un medio BHI: "Brain-Heart Infusion") durante 2 a 3 dias, a una temperatura de 30-37°C,
con o sin ajuste de pH. Se recoge el caldo de fermentacién que contiene las células bacterianas. El caldo puede
ser utilizado tal cual, concentrado o liofilizado. Ventajosamente, las bacterias se recogeran, por ejemplo por
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centrifugacion y luego se resuspenderan en un tampon apropiado, por ejemplo PBS ("phoshate buffered saline").
La concentracion bacteriana se puede establecer utilizando un citdmetro de flujo u otro procedimiento
equivalente.

La cepa de la invencion es particularmente ventajosa por que provoca un aumento de la expresion de citocinas
Th1 pero no la de las citocinas Th2, cuya expresion podra incluso disminuir en ciertos casos. El experto en la
materia conoce en efecto que las citocinas Th2 se expresan en numerosas enfermedades respiratorias, en
particular el asma alérgica (Atamas et al., F1000 Biol Rep. 2013; 5:3). Ahora bien, también es conocido que las
citocinas Th1 tienen un efecto inhibidor sobre la via Th2. Sin querer estar vinculado por la teoria, se puede
pensar que la expresion de las citocinas Th1 inducida por la bacteria de la invencién permite atenuar los efectos
de las enfermedades respiratorias, en particular del asma, por menor activacion de la respuesta Th2. De hecho,
los inventores han observado que la bacteria de la invencion no activa, o incluso disminuye, la activacion de la
respuesta Th2 y protege contra el retraso del crecimiento inducido por el asma.

Por "via Th1" o "respuesta Th1", y por "via Th2" o "respuesta Th2" se entiende en la presente memoria el
proceso de la diferenciacion de células T nativas en linfocitos Th1 o Th2 respectivamente. Se denomina
"linfocitos T CD4 Th1" una poblacién de linfocitos T CD4 activados que orientan la respuesta inmunitaria hacia la
respuesta celular y la citotoxicidad. Asimismo, los "linfocitos T CD4 Th2" en el sentido de la invencion
corresponden a una poblacién de linfocitos T CD4 activados que orientan la respuesta inmunitaria hacia la
respuesta humoral con la produccién de anticuerpos y, llegados al extremo, la sintesis de IgE.

El término "citocina", tal como se entiende en la presente memoria, se refiere a una familia de pequefias
proteinas secretadas reguladoras que desempefian un papel crucial en las respuestas inmunitarias. Las citocinas
estan implicadas en la comunicacion entre células y regulan numerosas funciones celulares, como por ejemplo la
supervivencia y el crecimiento de las células, asi como la induccion de la expresién de numerosos genes. Las
citocinas pueden ser producidas por numerosos tipos de células.

Por "citocinas Th1" se entiende en la presente memoria las citocinas que son producidas por los linfocitos T CD4
Th1 (IL-2, IFNy y TFNB) o que son producidas por otros tipos de células en el mismo contexto que caracterizan
una activacion de la via Th1 (IL-12p70). Por "citocinas Th2" se entiende en la presente memoria las citocinas que
producen los linfocitos T CD4 Th2 (IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13) o que son producidas por otros tipos celulares en el
mismo contexto que caracterizan una activacion de la via Th2 (TSLP).

Segun la presente invencion, los términos "sobreexpresion” o "expresion aumentada” se refieren a una expresion
incrementada de un gen de interés, en particular el gen de una citocina Th1, con respecto a la de dicho gen en
un control de referencia, tal como por ejemplo un control que no ha sido tratado con la bacteria de la invencion.
El término "expresion”, tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a la transcripcion y a la acumulacion
estable de sentido (ARNm). La expresion comprende asimismo la traduccion del ARNm en un polipéptido. El
término "aumentado”, tal como se utiliza en la presente memoria en ciertos modos de realizacion, significa una
cantidad mayor, por ejemplo, una cantidad ligeramente superior a la cantidad de origen o por ejemplo una
cantidad en gran exceso con respecto a la cantidad de origen, y en particular todas las cantidades en el intervalo.
Como variante, "aumento" puede hacer referencia a una cantidad o a una actividad que es por lo menos 1%, 2%,
3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 18%, 19% o 20% mas que la
cantidad o actividad con la cual se compara la cantidad o la actividad incrementada. Los términos "aumentado”,
"mayor que" e "incrementado” se utilizan en la presente memoria de manera intercambiable.

Por "disminucién de la respuesta Th2" o "menor activacion de la respuesta Th2", se entiende en la presente memoria
una disminucién de la expresion de un gen de interés, en particular el gen de una citocina Th2, con respecto a la de
dicho gen en un control de referencia, tal como por ejemplo un control que no ha sido tratado con la bacteria de la
invencion. El término "disminucion”, tal como se utiliza en la presente memoria en ciertos modos de realizacion,
significa una cantidad menor, por ejemplo, una cantidad ligeramente inferior a la cantidad de origen, o por ejemplo una
cantidad mucho menor que la cantidad de origen, y en particular todas las cantidades en el intervalo. Como variante,
"disminucion" puede hacer referencia a una cantidad o a una actividad que es por lo menos 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%,
7%, 8%, 9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 18%, 19% 0 20% menos que la cantidad o actividad con la
cual se compara la cantidad o actividad disminuida. Los términos "disminuido", "mas pequefio que", "menor" y
"descendido" se utilizan en la presente memoria de manera intercambiable.

Dicho "control" tal como se utiliza en la presente memoria puede ser un paciente, un modelo animal o incluso un
modelo celular in vitro. Preferentemente, el "control" es un paciente. Por "paciente" se entiende en la presente
memoria un sujeto humano que padece una enfermedad respiratoria, en particular asma.

En otro aspecto, la presente invencioén tiene también por objeto una composicion farmacéutica que comprende la
cepa 1-4969 y por lo menos un excipiente farmacéuticamente aceptable.

La bacteria inactivada induce los mismos efectos que la cepa viva y también posee por lo tanto unas propiedades
de prevencion y/o de tratamiento de las enfermedades respiratorias.
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Segun un modo de realizacion particular de la invencion, la cepa 1-4969 presente en la composicion farmacéutica es una
cepa inactivada. Por "cepa inactivada" se entiende en la presente memoria una cepa bacteriana que es incapaz de crecer
y/lo de dividirse. Preferentemente, una cepa inactivada ya no tiene ninguna actividad metabdlica. Sin embargo, las
bacterias inactivadas segun la invencion todavia son capaces de moderar la via de activacion Th2, es decir que la
administracion de la bacteria inactivada provoca una disminucion de la activacion de la via Th2.

Las técnicas de inactivacion de las bacterias son muy conocidas por el experto en la materia. Se citara por
ejemplo la inactivacion por calor, la irradiacion por UV o rayos gamma, el tratamiento por acidos, el tratamiento
por peroxido de hidrogeno, etc. Las bacterias segun la invencion seran inactivadas preferentemente mediante
tratamiento con calor.

Es particularmente ventajoso utilizar unos extractos de la cepa 1-4969 en las composiciones farmacéuticas de la
invencion. Un "extracto" tal como se entiende en la presente memoria consiste en un lisado de la cepa |-4969.

La lisis puede ser realizada mediante cualquier medio conocido por el experto en la materia: lisis alcalina, lisis
por sonicacion, lisis por alta presion (prensa de French), etc.

Las composiciones de la invencién son utiles para el tratamiento de las enfermedades respiratorias. Los términos
"tratar", "tratado", "tratamiento”, asi como los términos analogos, tales como se utilizan en la presente memoria,
se refieren a la reduccién o a la mejora de los sintomas de un trastorno (por ejemplo, una enfermedad
respiratoria, en particular el asma) y/o de los sintomas asociados con este en un sujeto. Se debe observar que,
aunque no esté excluido, el tratamiento de un trastorno o de un estado no necesita que la patologia, la condicion
o los sintomas que le estan asociados sean eliminados por completo.

Los términos "prevenir", "prevencion" asi como los términos analogos, tal como se utilizan en la presente
memoria, se refieren a la supresion del riesgo de aparicion de un trastorno (por ejemplo, una enfermedad
respiratoria, en particular el asma) y/o los sintomas asociados con este en un sujeto.

En la presente memoria se entiende por "sujeto" cualquier mamifero que se pueda beneficiar del tratamiento
descrito en la presente memoria, incluido el ser humano, el perro, el gato, los bovinos, los caprinos, los cerdos,
los ovinos y los primates no humanos. Mas especificamente, se denomina en la presente memoria "paciente" a
un sujeto humano. Dicho paciente puede pertenecer a cualquier grupo de edad, es decir, el paciente puede ser
un nifo, un adolescente o un adulto. Es conocido que los nifios son mas sensibles a las enfermedades
respiratorias, en particular el asma. En un modo de realizacion preferido, el paciente segun la invencion es un
nifo.

Por "enfermedad respiratoria” en el sentido de la invencién, se entiende en la presente memoria las
enfermedades del aparato respiratorio o que provocan trastornos de la respiracion.

Mas particularmente, las composiciones de la invenciéon son utiles para el tratamiento y/o la prevencion de
trastornos respiratorios inflamatorios, por ejemplo el asma (leve, moderada o grave), por ejemplo, bronquitica,
alérgica, intrinseca, extrinseca, inducida por el ejercicio, de origen medicamentoso (incluida la aspirina y AINS) y
el asma inducida por el polvo, el asma resistente a los esteroides, la bronquitis, incluida la bronquitis infecciosa y
eosinofilica, una enfermedad pulmonar obstructiva crénica (COPD), como la BPCO (bronco-neumopatia crénica
obstructiva), la fibrosis quistica, la fibrosis pulmonar, incluida la alveolitis fibrosante criptogénica, la fibrosis
pulmonar idiopatica, neumonias intersticiales idiopaticas, la fibrosis que complica una terapia antineoplasica y la
infeccion crénica, incluida la tuberculosis y la aspergilosis y otras infecciones fungicas; complicaciones del
trasplante pulmonar; vascularidad y trastornos trombéticos del sistema vascular pulmonar e hipertension arterial
pulmonar (incluida la hipertension arterial pulmonar); actividad antitusiva que comprende el tratamiento de la tos
cronica asociada a unas afecciones inflamatorias y secretoras de las vias respiratorias y la tos iatrogénica; rinitis
aguda y cronica, incluida la rinitis medicamentosa y la rinitis vasomotora; rinitis alérgica perenne y estacional,
incluida la rinitis nerviosa (fiebre del heno); poliposis nasal; infecciéon viral aguda, incluido el resfriado, y la
infeccion debida al virus respiratorio sincitial, la gripe, el coronavirus (en particular SRAS) y el adenovirus, un
edema pulmonar, embolia pulmonar, neumonia, sarcoidosis pulmonar, la silicosis, pulmén de granjero y las
enfermedades relacionadas; neumopatia de hipersensibilidad, insuficiencia respiratoria, sindrome de
insuficiencia respiratoria aguda, el enfisema, la bronquitis crénica, la tuberculosis y el cancer de pulmén.

En particular, las utilizaciones y las composiciones de la presente invencién engloban la prevencion y el
tratamiento del asma, de la BPCO y de la rinitis. Aun mas particularmente, las utilizaciones y las composiciones
de la presente invencion se refieren a la prevencion y al tratamiento del asma. Los inventores han demostrado
que la cepa 1-4969, incluso cuando es inactivada por el calor, es particularmente eficaz para prevenir el asma
cuando se administra antes de la aparicion del conjunto de sintomas de la enfermedad. La utilizacion de la cepa
de la invencion y la composicion que la comprende podran asi ser utilizadas en particular eficazmente para
prevenir la aparicion del asma en unos sujetos conocidos por su predisposicion a esta patologia (por ejemplo,
unos sujetos que tienen una predisposicion familiar al desarrollo del asma).
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Se entiende en la presente memoria por "asma" una enfermedad pulmonar inflamatoria crénica que se
caracteriza por la obstruccién reversible de las vias respiratorias. Mas particularmente, el asma es un sindrome
inflamatorio crénico de la mucosa bronquial en el que numerosas células desempefian un papel (en particular los
mastocitos, los eosindfilos y los linfocitos T) en un proceso en cascada. La inflamacién provoca la contraccion de
los musculos bronquiales lisos (broncoconstriccion) asociada a la inflamacion de las paredes. Esto conduce a
una reduccioén del diametro de los bronquios, con lo cual, una limitacion del flujo aéreo que es, por lo menos en
parte, reversible (o bien espontaneamente, o bien por accién terapéutica). La inflamacion causa asimismo un
aumento asociado de la reactividad de las vias aéreas a una diversidad de estimulos. Ademas, la inflamacién
provoca una hipersecrecion de moco. La enfermedad se manifiesta por unas crisis, en forma de sibilancias, de
tos y de episodios de dificultad respiratoria sibilante (disnea).

Las composiciones farmacéuticas de la invencion comprenden, ademas de la cepa 1-4969, uno o varios
excipientes farmacéuticamente aceptables.

Por "excipiente farmacéuticamente aceptable”, se entiende en la presente memoria un excipiente cuya
administracion a un individuo no va acompafiada de efectos deletéreos significativos. Los excipientes
farmacéuticamente aceptables son muy conocidos por el experto en la materia.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "excipiente farmacéuticamente aceptable" comprende
todos los disolventes, tampones, soluciones salinas, medios de dispersion, revestimientos, agentes
antibacterianos y antifungicos, agentes isotonicos y retardantes de la absorcidon, y analogos que son
fisioldgicamente compatibles. Los excipientes se seleccionan segun la forma farmacéutica y el modo de
administracion deseado, de entre los excipientes habituales conocidos por el experto en la materia. El tipo de
soporte se seleccionara en funcion de la via de administracién prevista. En diversos modos de realizacion, el
soporte es apropiado para una administracion intravenosa, intraperitoneal, subcutanea, intramuscular, tépica,
transdérmica u oral. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables comprenden las soluciones o dispersiones
acuosas estériles y polvos estériles para la preparacion extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables
estériles. La utilizacion de medios y agentes para unas sustancias farmacéuticamente activas es muy conocida
en la técnica. Una composiciéon farmacéutica tipica para una perfusién intravenosa podria estar constituida para
contener 250 ml de solucion de Ringer estéril y 100 mg de la combinacién. Los procedimientos para preparar
unos compuestos administrables por via parenteral seran conocidos o evidentes para el experto en la materia y
se describen con mayor detalle en, por ejemplo, "Remington's Pharmaceutical Science, 172 ed., Mack Publishing
Company, Easton, Pa. (1985) ", y las ediciones 182 y 192 de este manual.

Las composiciones de la invencién se administran al paciente a una dosis terapéuticamente eficaz. El término
"dosis terapéuticamente eficaz", tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a la cantidad necesaria
para observar una actividad terapéutica o preventiva sobre la enfermedad respiratoria, en particular el asma, en
particular la cantidad necesaria para observar una mejoria de los sintomas. La cantidad de bacteria 1-4969 a
administrar, asi como la duracion del tratamiento son evaluadas por el experto en la materia segin el estado
fisiolégico del sujeto a tratar, la naturaleza de la o de las articulaciones artriticas a tratar, el péptido elegido, asi
como la via de administracion utilizada. La cepa bacteriana utilizada segun la invencion se puede administrar en
forma de una dosis Unica o de dosis multiples.

El experto en la materia sabra asi elegir lo mejor posible las vias y los modos de administracion de la
composicion segun la invencion, asi como las posologias y formas galénicas 6ptimas, segun los criterios tenidos
en cuenta generalmente en la fabricacion de un medicamento o el establecimiento de un tratamiento
farmacéutico o veterinario. Preferentemente, estos compuestos se administraran por via sistémica, en particular
por via intravenosa, por via intramuscular, intradérmica, intraperitoneal o subcutanea, por via oral, o por via
topica (por medio de gel, aerosoles, gotas, etc.). Las formas unitarias de administracion apropiadas comprenden
las formas por via oral tales como los comprimidos, las capsulas blandas o duras, los polvos, los granulos y las
soluciones o suspensiones orales, las formas de administracion sublingual, bucal, intratraqueal, intraocular,
intranasal, por inhalacién, las formas de administracién tépica, transdérmica, subcutanea, intramuscular o
intravenosa, las formas de administracion rectal y los implantes. Para la aplicacion tdpica, se pueden utilizar los
compuestos segun la invencion en cremas, geles, pomadas o lociones.

Sera particularmente ventajoso segun la invencion administrar la composicion por via enteral, oral, parenteral
(por ejemplo subcutanea, intradérmica o intramuscular) o mucosal (por ejemplo intranasal, sublingual,
intravaginal, transcutanea). De manera mas preferida, la composicion farmacéutica de la invencion se
administrara varias veces, de manera espaciada en el tiempo. Su modo de administracion, su posologia y su
forma galénica Optima pueden ser determinados segun los criterios tenidos en cuenta generalmente en el
establecimiento de un tratamiento adaptado a un paciente, como por ejemplo la edad o el peso corporal del
paciente, la gravedad de su estado general, la tolerancia al tratamiento y los efectos secundarios constatados.

En las composiciones farmacéuticas de la presente invencion, el principio activo o los principios activos se formulan
generalmente en unidades de dosificacion. Por ejemplo, cuando se administra la bacteria 1-3699 viva, la unidad de
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dosificacion contiene entre 102 y 10° ufc, ventajosamente entre 10% y 10° ufc, preferentemente entre 10° y 10* ufc por
unidad de dosificacién, para las administraciones diarias, una o varias veces al dia. Por otro lado, cuando se administran
extractos bacterianos al paciente, la unidad de dosificacion contiene entre 2,5 y 500 mg, ventajosamente entre 10 y 250
mg, preferentemente entre 10 y 150 mg por unidad de dosificacion, para las administraciones diarias, una o varias veces
al dia. Aunque estas dosificaciones sean unos ejemplos de situaciones medias, puede haber casos particulares en los
que son apropiadas unas dosificaciones mas elevadas o mas bajas, dichas dosificaciones pertenecen asimismo a la
invencion. Segun la practica habitual, la dosificacion apropiada para cada paciente es determinada por el médico segun el
modo de administracion, la edad, el peso y la respuesta de dicho paciente.

La invencion se describira de manera mas precisa por medio de los ejemplos siguientes.

Leyendas de las figuras

Figura 1. Los pulmones GF (germ-free) son totalmente funcionales a pesar de una homeostasis diferente.

(A)

(B)

(©)

(D)
(E)

Se fijaron los pulmones, se recubrieron con parafina y se cortaron por secciones de 5 ym. Las secciones
de pulmén se colorearon con hematoxilina eosina azafran (HES) y se fotografiaron con la ayuda de un
escaner de lamina y del programa CaseViewer. Se muestra una seccion representativa por grupo.

Se dosificé la ferritina en 30 ug de proteinas totales de pulmén. Los datos se muestran individualmente y
como media + desviacion estandar.

El nivel de ARNm se expresa como 2-ACt, calculado a partir del Ct (ciclo umbral) del ARNm aplicado al
Ct del ARNm de HPRT (ACt). Los datos se muestran individualmente y como media + desviacion
estandar.

Transferencia de Western anti Aquaporine 4 y TLR4 a partir de proteinas de pulmones.

Se marcaron las células de pulmoén con un anticuerpo monoclonal (mAb) o un control isotipico y se
analizaron por citometria de flujo. Las células dendriticas plasmocitoides (pDC) se identificaron como
unas células CD11¢* MHCII* mPDCA1* CD11b". Las células dendriticas se analizaron por selecciéon de
las células CD11c+ de entre las CLH lI"9" y analisis de la expresion de CD11b y CD103, lo cual permite
definir los dos subgrupos principales de células dendriticas: CD11b* CD103 (CD11b) y CD11b- CD103*
(CD103). Las células T se identificaron como células CD3* CD4* o CD3* CD8". Los datos corresponden
a la media £ desviacion estandar de n 2 6 ratones.

Todos los datos se obtuvieron en dos experimentos independientes.

Figura 2. El asma inducido por HDM no se exacerba en los ratones GF.

(A)

(B)

(©)

(D)

Protocolo para inducir el asma con HDM.

Se contaron las células presentes en el lavado broncoalveolar (BAL), se citocentrifugaron y se
colorearon con el May-Griindwald-Giemsa. Se contaron los eosindfilos y se expresan en % de las
células BAL totales. Se midieron los niveles de la citocina IL-5 en el BAL y de IgE séricas mediante
ELISA. Los datos corresponden a la media + desviacion estandar.

Se aislaron las células de cada ganglio linfatico respiratorio (RLN) y se cultivaron 72 horas en RPMI con
o sin HDM. Se midieron los niveles en el sobrenadante de las citocinas IL-5 e IL-10 mediante ELISA.
Los valores RPMI = HDM para un mismo ratén estan unidos por una linea de puntos.

La histologia de los pulmones se realizé como se describe para la figura 1. Se muestra una seccién
representativa por grupo.

Figura 3. La microbiota del pulmén se modificéd durante el asma inducida por HDM.

(A)

(B)

(©)

Se incubaron unos homogeneizados BAL o de pulmén 24h en unas cajas yhBHI y se contaron las
unidades formadoras de colonias (ufc) por ml de BAL o por g de pulmon.

Esquema experimental del protocolo y resultados del recuento bacteriano de los pulmones en diferentes
dias del protocolo. Unos homogeneizados de pulmén se incubaron 24h en unas cajas yhBHI y se
contaron las unidades formadoras de colonias (ufc) totales o de Staphylococcus por g de pulmén.

Las cepas se coincubaron en presencia de explantes de pulmén. Se cuantificaron las citocinas IL-5,
IL-10, IL-12p70, IL-17a, IFNy y TSLP mediante ELISA siguiendo las instrucciones del fabricante.
"Medio": control de los medios de cultivo sin bacterias.
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Figura 4. La intervencion bacteriana puede modular las caracteristicas del asma.

(A) Esquema experimental del protocolo.

(B) Los ratones se pesan diariamente. Las curvas de crecimiento corresponden a la media + desviacion
estandar del peso de un ratén (normalizado al peso inicial en el dia-2). Se utilizd para comparar las
curvas de crecimiento el método de Tukey para las comparaciones multiples en ANOVA.

Figura 5. La firma Th2 disminuye mediante CNCM | 4969.

(A) Se contaron las células presentes en el lavado broncoalveolar (BAL), se citocentrifugaron y se
colorearon con el May-Griindwald-Giemsa. Se contaron los eosindfilos y se expresan en % de las

células BAL totales. 4969

(B) Se midieron los niveles de citocina IL-5 en el BAL y de IgE séricas mediante ELISA. Los datos
corresponden a la media + desviacion estandar.

(C) Se aislaron las células de cada ganglio linfatico respiratorio (RLN) y se cultivaron 72 horas en RPMI con
o sin HDM. Se midieron los niveles en el sobrenadante de las citocinas IL-5 e IL-10 mediante ELISA.
Los valores RPMI = HDM para un mismo ratén estan unidos por una linea de puntos.

Figura 6. CNCM | 4969 protege contra la inflamacion del pulmén, mientras que CNCM | 4970 la incrementa.

(A) Se colorearon unas secciones de pulmones de 5 um con hematoxilina eosina azafran (HES) o con el
azul Alcian/reactivo de Schiff con acido periddico (PAS).

(B) Se midi6 el grosor de los epitelios de pulmén para cada secciéon de pulmon.

Figura 7. Cuando se administran juntas, CNCM | 4969 y 4970 inducen un perfil de inflamacion intermedio.

(A) Los ratones se pesan diariamente. Las curvas de crecimiento corresponden a la media + desviacion
estandar del peso de un ratén (normalizado al peso inicial en el dia-2). Se utilizd para comparar las
curvas de crecimiento el método de Tukey para las comparaciones multiples en ANOVA.

(B) Se contaron las células presentes en el lavado broncoalveolar (BAL), se citocentrifugaron y se
colorearon con el May-Griindwald-Giemsa. Se contaron los eosindfilos y se expresan en % de las
células BAL totales.

(C) Se aislaron las células de cada ganglio linfatico respiratorio (RLN) y se cultivaron 72 horas en RPMI con
o sin HDM. Se midieron los niveles en el sobrenadante de citocina IL-5 mediante ELISA. Los valores

RPMI £ HDM para un mismo ratén estan unidos por una linea de puntos.

(D) Se colorearon unas secciones de pulmones de 5 ym con hematoxilina eosina azafran (HES) o con el
azul Alcian/reactivo de Schiff con acido periddico (PAS).

Figura 8. La cepa bacteriana CNCM | 4969 inactivada por el calor favorece el aumento de peso de los
ratones asmaticos y los protege asi contra el retraso del crecimiento debido al asma.

Los ratones se pesan diariamente. Las curvas de crecimiento corresponden a la media * desviacion estandar
del peso de un ratén (normalizado al peso inicial en el dia-2). Se utilizd para comparar las curvas de
crecimiento el método de Tukey para las comparaciones multiples en ANOVA.

Figura 9. La cepa bacteriana_ CNCM | 4969 inactivada por el calor no induce una disminuciéon de las IgE
sanguineas.

Se midi6 el nivel de la citocina IgE sérica mediante ELISA. Los datos corresponden a la media + desviacion
estandar.

Ejemplos

1. Procedimientos experimentales

* Efecto sobre la evolucion del asma en unos ratones inoculados con la cepa bacteriana CNCM | 4969

Cepas bacterianas, medios, condiciones de crecimiento
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Las cepas bacterianas pulmonares se aislaron a partir de homogeneizados de pulmones de raton con un
homogeneizador (Ultraturax (IKA) o Tissu Lyser (Qiagen)). Se cultivaron a continuacion en medio yhBHI, M17,
MRS, o Mannitol Sel Agar durante 24 a 48 h a 37°C en condiciones aerdbicas o 5 dias a 37°C en una camara
Freter en condiciones anaerdbicas. Las cepas aisladas se congelaron a -80°C en 16% de glicerol. La identidad
de cada cepa se confirmd por espectrofotometria de masas y secuenciacion por PCR del ARN 16S. Las cepas
seleccionadas se depositaron en la Collection Nationale des Cultures de Microorganismes (CNCM). La cepa de
la invencién se depositd asi con la referencia CNCM | 4969. Se debe observar que esta cepa se caracterizd
originalmente como un estreptococo. Sin embargo, unos estudios posteriores por espectrofotometria de masas
permitieron demostrar que esta bacteria es parte de la familia Enterococcus sp. que es muy parecida a un
estreptococo. Por otra parte, una cepa Staphylococcus sciuri se aislo en la misma criba (CNCM | 4970).

Animales y procedimientos relacionados

Los presentes experimentos en los animales fueron aprobados por el comité de ética COMETHEA con el nimero
01553.01. SPF. Se obtuvieron los ratones C57BL/6 de Janvier (Le Genest, St Isle, Francia). Fueron cruzados y criados en
condiciones FELASA SPF en los animalarios del solicitante (IERP, INRA, Jouy-en-Josas o VIB, Gent). Los ratones GF
C57BL/6 se obtuvieron de CDTA (CNRS, Orleans, Francia) o por reproduccion interna (INRA, Jouy-en-Josas). Fueron
cruzados y criados en condiciones estériles en unos aisladores de tipo Trexler (La Calhéne, Vélizy, Francia) en el
animalario Anaxem (INRA, Jouy-en-Josas). Para la induccion del asma alérgica por HDM, unos ratoncillos de 7 dias de
edad recibieron 1 yg de HDM (Greer) o PBS sin LPS (Lonza) en un volumen total de 10 pl. Una semana después,
recibian 10 ug de HDM (o PBS) durante 5 dias consecutivos. En algunos experimentos, unos ratoncillos de 5 dias
recibieron 1.108 bacterias en PBS en un volumen total de 10 pl, cada dos dias.

Extraccion de muestras

Los ratones fueron sacrificados por sobredosis de ketamina y de xilazina. El lavado broncoalveolar (BAL) se
realizo en los l6bulos derechos con PBS 1 mM EDTA como se ha descrito anteriormente (Roux et al., 2011). Los
sobrenadantes de BAL se congelaron y se conservaron a -20°C. Las células BAL se citocentrifugaron (Cytospin
5) en unos portaobjetos de microscopio (Superfrost), y después se colorearon con el May-Griinwald y el Giemsa.
El I6bulo derecho se utilizé para la citometria de flujo o para contar las bacterias en cajas de medio gelificado tras
la homogeneizacion con un Tissue Lyser. Para la citometria de flujo, el I6bulo derecho y los ganglios linfaticos
respiratorios (RLN) (cervical, mastoideos y mediastinicos) se trataron con 1 mg/ml de colagenasa D y 0,5 mg/ml
de ADNasa | para aislar las células. El I6bulo izquierdo del pulmon se guardd a -80°C hasta que se utilizara para
extraer el ARN. Alternativamente, los pulmones se fijaron con paraformaldehido (PFA) al 4% y se recubrieron
con parafina, antes del examen histologico.

Histologia

Se colorearon unas secciones de pulmén de 5 pm con hematoxilina eosina azafran (HES) o con el azul
Alcian/reactivo de Schiff con acido periddico (PAS) y se fotografiaron con la ayuda del programa de software
CaseViewer.

Anadlisis de la expresioén de los genes por g-RT-PCR

El ARN total se extrajo de los homogeneizados de pulmén con la ayuda del kit NucleoSpin® RNA (Macherey Nalgen). Los
ADNCc se obtuvieron mediante retrotranscripcion utilizando unos cebadores aleatorios y la transcriptasa inversa (kit High-
Capacity cDNA Archive Kit, Applied Biosystems by Life Technologies SAS, Saint Aubin, Francia) segun las instrucciones
del fabricante. Los cebadores utilizados (Sigma-Aldrich, Eurogenetec) estan listados en la Tabla Suplementaria 1. La
reaccion de g-RT-PCR se repitid tres veces para cada gen utilizando el sistema AbiPrism 7000 (Applied Biosystem) y el
Takyon™ ROx SYBR MasterMix (Eurogenetec). Los datos se analizaron con el programa 700 System SDS (Applied
Biosystem) para determinar los valores de ciclo umbral (Ct). La expresion del ARN mensajero (ARNm) se calculd con el
procedimiento ACt y se aplicé a la expresion de mHPRT.

Transferencia de Western

Se realizaron las extracciones de proteinas y los experimentos de inmunotransferencia como se ha descrito
anteriormente (Deschemin et al., 2015). Los anticuerpos utilizados son los siguientes: TLR4 antirraton (sc-30002,
Santa Cruz); anti-aquaporin4 (sc-20812, Santa cruz) y anti-B-actina (Sigma AC-74, producto nimero A5316). Los
anticuerpos secundarios utilizados eran unos anticuerpos anticabra (Calbiochem) o anticonejo (Jackson
ImmunoResearch Laboratories).

Citometria de flujo

Después de haber sido saturadas por unos anticuerpos anti-CD32/CD16, las células se incubaron con unos
anticuerpos monoclonales (mAb) dirigidos contra mPDCA1 (JF05-1C2.4.1, conjugados con FITC), MHCII (IA/IE,
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2G9 o M5/114.15.2, FITC o PE), CD103 (M290 o 145-2D11, PE), CD86 (GL1, FITC) CD11b (M1/70, PerCP
Cy5.5) o CD11c (HL3, Biotina o BV786). Para el marcado de las células T, las células se incubaron con unos
anticuerpos dirigidos contra CD4 (L3T4 o RM4-5, FITC o PECy7), CD45.2 (104, A780), CD3 (145-2C11, PerCP
Cy5.5) y CD8 (Ly2, 53-6.8, biotina o APC). Todos los mAb se obtuvieron de BD Biosciences excepto para
mPDCA1 (Miltenyi Biotec). Se utilizé la estreptavidina conjugada con APC- (BD Biosciences) para marcar el
anticuerpo-biotina. Se adquirieron por lo menos 2.10° eventos con un FACS Accuri o un Fortessa (BD
Biosciences) que se analizaron a continuacion con el programa FlowJo Sofware v7.5 (Tree Star Inc).

Dosificacion ELISA de las citocinas y de las Ig

Las citocinas IL-5, IL-10, IL-12p70, IL-17a e IFNy (Mabtech) TSLP (Ready-SET-Go, eBiosciences) se
cuantificaron mediante ELISA siguiendo las instrucciones del fabricante. Las IgE y las IgG1 se midieron en suero
de los diferentes ratones (Ready-SET-Go, eBiosciences) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Anélisis estadistico

La prueba no paramétrica de Mann-Whitney (comparacién de 2 grupos, n 24), o el método de Tukey para
comparaciones multiples (> 2 grupos) se utilizaron para comparar los valores no apareados (programa

GraphPadPrism). La significatividad se representa: * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; y **** p<0.0001.

« Efecto sobre la evolucién del asma en unos ratones inoculados con la cepa bacteriana CNCM | 4969 inactivada
por el calor

Los cultivos de CNCM69 se obtuvieron como se ha descrito anteriormente (108 cfu/mL) y después se incubaron
0 no durante 10 minutos a 100°C en un bafio maria. Después de este tratamiento, el cultivo se extendié en un
medio yhBHI Agar durante 24 h a 37°C para verificar la eficacia del tratamiento térmico. No crecié ninguna
bacteria después del tratamiento térmico, mientras que los cultivos crecieron (después de 24 h a 37°C) para los
tubos que no tuvieron el choque térmico.

El protocolo de administracion de la cepa y el desencadenamiento del asma en presencia de HDM es el descrito
en la figura 2A de la presente solicitud. Se utilizd el mismo procedimiento de inoculacién en los animales como el
descrito anteriormente, pero la cepa CNCM69 inoculada se inactivé o no mediante un tratamiento con calor.

Ademas, el nivel de IgE sérica se midié mediante dosificacion ELISA en dos grupos de ratones HDM inoculados
con la cepa CNCMG69 inactivada o no por un tratamiento térmico. El protocolo de dosificacién es el mismo que el
descrito anteriormente en la leyenda de la figura 5B.

2. Resultados

Con el fin de aislar unas bacterias residentes del pulmén capaces de modular la susceptibilidad del huésped
frente a unas patologias respiratorias, se utilizd un modelo de asma inducida en unos ratoncillos. En primer lugar
se demostré que los pulmones de las bacterias GF (germ free) son funcionales a pesar de una homeostasis
diferente (figura 1). Cuando se indujo el asma alérgica, no se exacerbd en unos ratones GF con respecto al
control (figura 2).

Tras la induccion del asma alérgica en el ratoncillo, se modifica la microbiota del pulmén. En efecto, el nimero de
bacterias cultivadas por gramo de pulmén aumenta significativamente al inicio de la inflamacion pulmonar (figura
3A). Ciertas bacterias en particular participan en este aumento, mientras que otras bacterias no varian
significativamente entre los animales tratados y de control (figura 3B). Este resultado demuestra que una
patologia respiratoria como el asma esta asociada a un cambio de las poblaciones bacterianas residentes del
pulmon.

Unas bacterias primo-colonizadoras del pulmén de los ratoncillos se aislaron muy pronto tras el nacimiento (3
dias) y hasta el destete (3 semanas). Estas bacterias estan vivas, y se pueden cultivar en ausencia o en
presencia de oxigeno.

Se depositdé una cepa en el CNCM con el nimero CNCM 1-4969. Esta bacteria posee unas propiedades
inmunomoduladoras. Cuando estas bacterias primo-colonizadoras se co-cultivan en unas secciones de
pulmones, inducen una respuesta del tejido, fuerte y especifica, ya que las respuestas inmunitarias medidas por
ELISA son diferentes en funcién de la bacteria utilizada (figura 3C). Por ejemplo, la secrecion de citocinas Th1
(IFNy, IL-12p70), Th2 (TSLP) y antiinflamatoria (IL-10) se midi6é en presencia de diferentes bacterias, incluyendo
CNCM [-4969 y ofras bacterias respiratorias aisladas en el laboratorio (una cepa de E. coli y un Proteus
mirabilis).

Los presentes resultados demuestran que la bacteria CNCM 64969, que es una bacteria primocolonizadora del
pulmén, posee unas propiedades inmunomoduladoras (tabla siguiente).
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Cepas Sqreening fungional ex Evolucion in vjvo durante
vivo (PCLS, figura 3) el asma (figura 1)
A N/A Th1 Sin variaciéon
B N/A Th1 Sin variaciéon
CNCM 14969 | Estreptococo Th1 Sin variacion
CNCM 14970 | N/A Th2 Aumenta

Este aspecto se estudid con mayor detalle probando la cepa 1-4969 in vivo en el raton como se describe a
continuacion.

Los presentes resultados muestran que los ratoncillos que reciben la bacteria CNCM 4969 estan protegidos
contra el retraso del crecimiento debido al asma (figura 4).

La tabla siguiente, asi como la figura 8, muestran que esta proteccion contra el retraso de crecimiento de los
ratoncillos también se mantiene tras la inoculacién de la cepa CNCM 4969 desactivada por el calor.

Método de Tukey para comparacion multiple Di:;:‘;?:ia q Si%ni:(i;:. gt;\’/?o? Resumen 95% g#_de la
PBS vs HDM 0.1584 | 8.100 si 007099 2
PBS vs CNCM | 4969 + PBS 0.01299 | 0.6639 No ns | 0009122
PBS vs CNCM 14969 + HDM 0.07679 | 3.925 No ns '0'8_015,’5%293 a
Egg vs CNCM [ 4969 inactivada por el calor + 0.02078 1.062 No ns -00016(1)28 a
ﬁ%ﬁﬂvs CNCM [ 4969 inactivada por el calor + 2001388 | 0.8631 No ns -%%%85%%a
HDM vs CNCM | 4969 + PBS -0.1455 7.436 Si ox '_%%%g%g
HDM vs CNCM | 4969 + HDM -0.08166 | 4.174 No ns 6%32223‘1
Egg/l vs CNCM | 4969 inactivada por el calor + 201377 7037 Si o -_(())%15%%2
Egm vs CNCM | 4969 inactivada por el calor + 01753 8.963 Si e :%%%24;2
CNCM | 4969 + PBS vs CNCM | 4969 + HDM 0.0638 3.261 No ns '00012223 a
F())cl)\:%ll\/lcgi)?Gf I;rBPSBS vs CNCM | 4969 inactivada 0007792 | 0.3984 No ns -%%78%%206‘
F())cl)\:%ll\/lclalét)?(if I-TDPI\I/?S vs CNCM | 4969 inactivada 2002987 | 1527 No ns -8 (‘I) ; §g4a
gcl)\:%ll\ﬂcgﬁ)?Gngl-éDM vs CNCM | 4969 inactivada 20.05601 | 2.863 No ns -g:gggfoa
F())cl)\:%ll\/lcglét)?Gf I-TDHIVIIDM vs CNCM | 4969 inactivada 2009367 | 4788 Si * -_(())10 715;% g
O e P s rent | 00000 | 925 | o | m | oot

Se analizaron a continuacion varios parametros inmunitarios e inflamatorios. Se observé que la bacteria CNCM 4970
aumenta la cantidad de IgE en la sangre (este tipo de inmunoglobulina aumenta en las reacciones alérgicas) (figura
5B). Reestimulando in vitro las células de los ganglios linfaticos respiratorios con medio solo o medio que contiene
HDM, se constaté que las citocinas Th2 han aumentado significativamente menos para los que reciben la CNCM 4969
(figura 5C). Por otro lado, la inflamacion del pulmén se atenta en presencia de la CNCM 1-4969, como lo muestran
diversos parametros fisioldgicos (figura 6). En contrapartida, la cepa CNCM 1-4970 exacerba esta inflamacion. Las
conclusiones del solicitante son que la bacteria CNCM 4969 disminuye la firma Th2 y protege contra el retraso del
crecimiento, lo cual le confiere unas propiedades protectoras contra el asma.

Ademas, los resultados obtenidos tras la dosificacion de la tasa de IgE sanguinea en unos ratones inoculados
con la cepa CNCM 4969 inactivada por el calor muestran que esta tasa no disminuye, lo cual sugiere que la firma
Th2 no aumenta (figura 9) .

En cuanto a las bacterias CNCM 4969 inactivadas por el calor, también se puede concluir que éstas permiten
conferir unas propiedades protectoras contra el asma.
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El segundo experimento que realizé el solicitante confirma las curvas de peso del primero. Para este 2°
experimento, se tuvieron mas ratoncillos y se pudieron afiadir unos grupos: las dos bacterias juntas (figura 7); las
bacterias inactivadas con calor. Los presentes resultados basados en las curvas de peso y las dosificaciones de
las IgE en la sangre muestran que las dos bacterias administradas juntas inducen un perfil intermedio con
respecto a los resultados observados con CNCM 4969 o 70 solas.
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REIVINDICACIONES

1. Cepa de Enterococcus sp. depositada en la Collection nationale des cultures de microorganismes (CNCM, 25
rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francia) con el nimero 1-4969.

2. Composicidon farmacéutica que comprende la cepa de la reivindicacion 1 y por lo menos un excipiente
farmacéuticamente aceptable.

3. Composicion segun la reivindicacion 2, caracterizada por que la cepa esta inactivada.
4. Composicién segun la reivindicacion 3, caracterizada por que la cepa esta inactivada por el calor.

5. Composicién farmacéutica, caracterizada por que comprende un extracto que consiste en un lisado de la
cepa de la reivindicacion 1.

6. Composicidon segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, para su utilizacion en el tratamiento y/o la
prevencién de las enfermedades respiratorias.

7. Composicion para una utilizacion segun la reivindicacion 6, caracterizada por que la expresion de las
citocinas Th2 no aumenta o disminuye en un paciente tratado con respecto a un paciente no tratado por dicha
cepa.

8. Composicion para una utilizacién segun cualquiera de las reivindicaciones 6 o 7, caracterizada por que el
paciente tratado es un nifio.
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Figura 7 (continuacion)
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