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@ Resumen:

La presente invencion se refiere al uso de una cepa
de Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus para la
preparacion de un farmaco o complemento alimenticio
para el tratamiento de la inmunosenescencia o
deterioro del sistema inmunitario como consecuencia
del envejecimiento cronolégico. Dicha cepa muestra
efectos a nivel sistémico y tanto en la respuesta
inmunitaria innata como en la adaptativa.
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DESCRIPCION
SO DE UNA CEPA DE LACTOBACILLUS BULGARICUS PARA EL

TRATAMIENTO DE LA INMUNOSENESCENCIA

Objeto de la invencion

La presente invencion se refiere al uso de una cepa de Lactobacillus bulgaricus para la
preparacion de un farmaco o compiemento alimenticio destinado al tratamiento de la
inmunosenecencia o deterioro de la capacidad defensiva del sistema inmune como
consecuencia del envejecimiento cronolégico. Concretamente se refiere al uso de la
cepa de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, aislada en la montafas de
Bulgaria y depositada en el “Nacional Bank for Industrial Microorganisms and Cell
Cultures” (NBIMCC) bajo el n° 8481.

Antecedentes de la invencion

Los probioticos son microorganismos no patégenos que ejercen una influencia positiva
sobre la salud o la fisiologia del huésped al ser ingeridos. Entre las propiedades
beneficiosas de estos microorganismos se encuentra su actividad inmunomoduiadora.
A lo largo de la vida se produce un envejecimiento del sistema inmune que ocasiona
un deterioro de su capacidad defensiva que se conoce como inmunosenescencia y
que implica una serie de modificaciones tanto en la respuesta innata como adaptativa.
Esta proceso se caracteriza fundamentalmente por (1) la limitacién del repertorio de
los linfocitos T y la acumulacién de células oligoclonales de memoria efectora dirigidas
frente a agentes infecciosos ubicuos; (2) la involucidn timica y desaparicion de células
“naive”; y (3) un estado inflamatorio crénico. Ef mecanismo basal de esta pérdida de
eficacia inmunolégica no se conoce pero tiene gran importancia desde un punto de
vista clinico, particularmente la disfuncion de la respuesta inmune humoral
responsable de la eficacia de la vacunacion. Existe una clara asociacion entre la
funcionalidad del sistema inmune y la longevidad de los individuos, encontrandose
considerables evidencias de que la inmunosenescencia implica mayor morbilidad y
mortalidad. En este sentido, evitar o retrasar el deterioro del sistema inmune desde
edades tempranas se considera decisivo para conseguir un mejor estado general y
una mayor longevidad.

Entre los organismos probidticos inherentes al aparato digestivo de los humanos, es
conocido el efecto de los Lactobacillus, presentando un efecto en la intolerancia a la
lactosa, efecto sobre el sistema inmune, etc, debido a su capacidad para controlar las
infecciones manteniende un equilibrio adecuado en la microfiora del intestino.
Diferentes cepas de Lactobacillus se han utilizado para la preparacion de productos
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con adecuadas propiedades organolépticas y con caracteristicas profilacticas y
terapeuticas.

Dentro de los Lactobacillus, la aplicacidon de las cepas conocidas de Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus ha estado limitada al area de productos lacticos
fermentados y su actividad esta limitada a un corto plazo de tiempo.

Como ejemplos, las patentes BG63961, BG63962 y BG63963 divulgan que cepas de
Lactobacillus delbrueckii subsp. buigancus son usadas como cultivos para yogur
bulgaro y ofros productos lacteos fermentados. La patente BG61476 divulga la
posibilidad de combinacidon de una sustancia biolégicamente activa procedente del
cultivo de Lactobaciilus deibrueckii subsp. bulgaricus con productos naturales para la
preparacion de aditivos alimenticios.

Las patentes UA63201, UAB3202 y UAB4183 divulgan que una cepa de Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus 9702 cultivada bajo determinadas condiciones produce
una sustancia con propiedades hepatopvolectoras, gastroenterolégicas y moduladoras
del sistema inmune, pero no describen datos experimentales clinicos concretos que
soporten esta afirmacion.

En la solicitud de patente W02008/043161 se describe la cepa de Lactobacillus
delbrueckii subsp. Bulgaricus, depositada en el “Nacional Bank for Industrial
Microorganisms and Cell Cultures” (NBIMCC) bajo el n° 8481, y se indica de forma
general que puede ser usada para la preparacion de productos farmacéuticos o
alimenticios con propiedades profilacticas y terapéuticas, mostrando efecto a nivel
local del aparato digestivo.

En la presente invencidon, se describe el uso, hasta ahora no descritc de la cepa de
Lactobacillus deibrueckii subsp. Bulganicus, NBIMCC n° 8481, evaluando parametros a
nivel sistemico. La mayoria de los estudios inmunolégicos realizados hasta ahora con
probiodticos sblo han demostrado efectos a nivel local de mucosa intestinal y no a nivel
de sangre periférica.

Descripcion de la invencion

La presente invencidn se refiere al uso de la cepa de Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus, depositada en el “Nacional Bank for Industrial Microorganisms and Cell
Cultures” (NBIMCC) bajo el n° 8481 para la preparacion de farmacos o complementos
alimenticios destinados al tratamiento de {a inmunosenescencia o deterioro de ia
capacidad defensiva del sistema inmunitario debido al envejecimiento cronoldgico.
Como consecuencia de la edad, se pueden observar una serie de cambios en el
funcionamiento del sistema inmune que implican una peor capacidad defensiva.
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El producto farmacéutico o alimenticio preparado a partir de esta cepa de probidtico
puede ser un comprimido o capsula para su administracion oral al paciente.
Preferiblemente, cada capsula contiene 400mg de Ja cepa de probiético.

El producto farmacéutico o alimenticio también puede presentarse en forma de sobres.
La administracion de un farmaco conteniendo esta cepa de probidtico ha demostrado
tener implicaciones en una serie de modificaciones tanto en la respuesta inmunitaria
innata como en la adaptativa.

En cuanto a la respuesta adaptativa, la cepa de probidtico actua sobre distintos
parametros como son:

- la frecuencia de la subpobiacion de linfocitos T CD8+CD28. Esta poblacion es el
principal factor que define el perfil de riesgo inmunolégico (IRP), asociado a la
longevidad de los individuos, su disminucion representa un efecto claramente
beneficioso ralentizando la senescencia del sistema inmune

- la frecuencia de las subpoblaciones de células naive CD45RA+CCR7+La capacidad
de un individuo de reconocer y responder frente a nuevo antigenos depende en gran
medida de la frecuencia de estas subpoblaciones. El aumento de las mismas
implicaria una mayor y mejor capacidad de respuesta frente a patégenos, tumores,..

- los linfocitos T CD4+ de reciente migracién timica, que representan un estado muy
inmaduro, cuyo aumento podria estar reflejando cierto grado de “rejuvenecimiento” del
sistema inmunolégico.

- la proteina sirtuina-1 (SIRT1), que tiene un papel demosirado en evitar ia
senescencia celular y aumentar la longevidad.

Ademas de los efectos de la cepa de probidtico sobre la inmunidad adaptativa también
se han encontrado efectos en determinados parametros de la inmunidad innata, como
son los niveles de células NKs, implicadas fundamentalmente en la defensa anti-viral y
anti-tumoral. Esta poblacion presente una clara disminucion en el proceso de
envejecimiento, con lo que su aumento resultaria claramente beneficioso. Dentro de la
respuesta innata, la cepa de probidtico tiene efecto en la producciéon de B-defensinas,
moléculas que suponen una primera linea defensiva frente a bacterias y virus.

El efecto de la cepa Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus, NBIMCC n° 8481 en
los parametros antes mencionados ha sido demostrada en un estudio que a
continuacion se describira y que ilustra los efectos de la misma sobre el sistema
inmune de los individuos a los que se administra un farmaco que contiene dicha cepa
(grupo probiotico) frente a los individuos que reciben un farmaco con piacebo (grupo
placebo).

Breve descripcion de los dibujos
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- La figura 1 es una representacion grafica de las distribuciones de poblaciones de
linfocitos B, T y células NK en el grupo placebo y en el grupo probiético, a tiempo cero
(antes de la ingesta del probidtico, 1=0), a los tres meses (1=3) y a los seis meses (t=6)
de la ingesta de probiético.

- La figura 2 es una representacion grafica de las distribuciones de linfocitos T
CD8+CD28™" y linfocitos T CD8+CD28+CD27+ en el grupo probidtico y placebo a
tiempo cero, tres y seis meses de la ingesta del probidtico.

- La figura 3 muestra la distribucion de distintas subpoblaciones tanto en linfocitos
TCD4+ como CD8+ en individuos jovenes y ancianos.

- La figura 4 es una representacion gréfica de la evolucion de la frecuencia de
poblaciones de linfocitos T CD4 y CD8 del grupo probiotico

- La figura 5 representa 1a poblacién de células CD45RA+ en jévenes y ancianos.

- La figura 6 muestra la evolucion de poblaciones de linfocitos T
CD4+CD45RA+/CD31+ en cinco individuos representativos del grupo probiético y del
grupo placebo.

- La figura 7 muestra la poblacion de B-defensinas del grupo probiético y grupo
placebo a cero, tres y seis meses de la ingesta del probibtico.

- La figura 8 muestra niveles de mRNA SIRT1 del grupo probidtico y placebo a
diferentes tiempos de la ingesta del probidtico.

- La figura 9 muestra dos geles 2D-PAGE (electroforesis de poliacrilamida de dos
dimensiones), antes (9a) y después (9b) de la toma del probiotico.

Descripcion detallada de la invencion

Para completar ia descripcion se inciuye un esfudio que ilustra los efectos de la cepa
de probidtico sobre el sistema inmune de los individuos a los que se administra un
farmaco que contiene dicha cepa

Estudio realizado

En el estudio realizado se han evaluado las posibles propiedades beneficiosas sobre
la respuesta inmune de una cepa seleccionada in vifro de Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus NBIMCC n°8481 como probidtico.

El objetivo del estudio sobre el sistema inmune fue valorar la eficacia de la ingesta de
capsulas de Lactobacillus deibrueckii subsp. bulgaricus liofilizado en la potenciacion de
la respuesta inmune en ancianos. El objetivo principal fue estudiar la mejoria que
produce sobre distintos aspectos de la respuesta inmune la exposicidén a la cepa de
Lactobacifius delbrueckii subsp. buigaricus en personas mayores de 65 anos.

Para este andlisis se seleccion6é un grupo de individuos mayores de 65 afios en los

que, como consecuencia de la edad, se puede observar una serie de cambios en el
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funcionamiento de su sistema inmune que implican una peor capacidad defensiva. Los
efectos beneficiosos del probidtico resultan mas evidentes en los individuos de edad
avanzada debido a este estado de inmunodeficiencia asociada a Ja edad.

Los pasos seguidos en el desamolio del proyecto fueron los siguientes:
-Captacién de voluntarios para el desarrollo del estudio

-Extraccion y procesamiento de las muestras de sangre periférica a tiempo
cero (nivel basal), a los tres y a los seis meses del inicio del estudio
-Seguimiento del cumplimiento del protocolo del estudio por parte de los
voluntarios y recogida de datos clinicos por parte de los investigadores

Materiales y Métodos

» Caracterizacidon de distintas subpoblaciones celulares por citometria de flujo
« Cuantificacion de citocinas en suero de 10s voluntarios mediante tecnologia xXMAP de
Luminex

« Cuantificacion en suero de inmunpglobulinas (ig A, Ig G, Ig M) y factores del
complemento por turbidimetria y nefelometria.

» Estimulacién in-vitro (anti-CD3 y LPS) de células mononucleares de células de
sangre periférica para determinar posibles cambios en la produccion de distintas
citocnas/factores solubles en el sobrenadante de los mismos.

» Capacidad oxidativa/fagocitica de la poblacién polimorfonuclear

= Valoracion de la funcion timica (cuantificacion de TRECS por RT-PCR), expresion de
CD31 por citometria de fiujo.

* Recogida y almacenamiento de suero, DNA y RNA de los individuos en estudio

- Cuantificacién por ELISA de a y B-defensinas

» Cuantificacion por RT-PCR de la sirtuina-1

« Comparacion de los proteinogramas de voluntarios antes y después de la ingesta de
cépsulas de probidtico mediante técnicas protedmicas.

» Analiticas de control (hematologia, bioquimica y analisis de orina)

* Los resultados se analizaron con el programa estadistico SPSS 15.0. En aquellos
casos en que los datos mostraron una distribucion normal (test de Koimogorov-
Smimov) se realizaron las comparaciones entre los distintos tiempos utilizando la
prueba T para datos pareados. En los casos en los que la distribucion de los datos no
fue normal se compararon mediante el test de Wilcoxon.

Desarrollo del estudio

En fa visiia cero se comprobaron los crtenos de inclusion necesarios para poder
participar y se realizaron las pruebas necesarias para el estudio.

Se clasificaron de forma aleatoria a los participantes en uno de los dos grupos:
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- Grupo probidtico (grupo de individuos a los que se administraron capsulas de
probidtico)
- Grupo placebo (grupo de individuos a los que se administraron capsulas de
placebo, sin probiético)
Se realizaron todas las pruebas del estudio, recogida de datos y analiticas y se les
proporcionaron las capsulas con Lactobacilius delbrueckii subsp. bulgaricus NBIMCC
n°® 8481 liofilizado o con placebo. Cada dos meses los voluntarios recibieron el lote de
capsulas con placebo o Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgarnicus NBIMCC n°® 8481
liofilizado y se les evalud tras 3 y 6 meses (se les realizé recogida de datos y analitica)
desde el inicio del tratamiento, comparando ios resuitados con ios de la situacion basal
al inicio del estudio {visita cero).
En el estudio se incluyeron 52 sujetos con edad superior a 65 aftos. Los voluntarios se
dividieron en dos grupos (probiético, n=28; placebo, n =24), El disefio fue idéntico a un
ensayo clinico: prospectivo, doble ciego, controlado con placebo. A los individuos en
estudio se les administraron 3 capsulas al dia, tanto de probidtico como de placebo,
durante seis meses.
Resultados
» Caracteristicas hematologicas de los ancianos en estudio:
Se analizaron por citometria de flujo fas subpoblaciones leucocitarias de los individuos
en estudio. No se encontraron diferencias en los porcentajes de células
polimorfonucleares, monocitos ni linfocitos. Tampoco se encontraron diferencias en Ia
distribucion de las poblaciones de linfocitos B y T en ninguno de los dos grupos. En los
individuos que tomaron el probiético se produjo un aumento significativo en el
porcentaje de células NK tanto a los tres como a los seis meses (figura 1).
+ Perfil de riesgo inmunolégico (IRP):
En el estudio inmnunoldégico OCTO (Pawelec G., Akbar A., Caruso C., Effros R,
Grubeck-Loebenstein B., Wikby A.”Is inmunosenescence infections?” Trends inmunol.
August 2004. Ferguson FG, Wikby A, Maxon P, Olsson J, Johansson B “ Immune
parameters in a longitudinal study of a very old population of Swedish people: a
comparison of survivors and nonsurvivots' J Geronfol A Biof Sci Med Sci. 1995"
realizado en Suecia entre personas de mas de ochenta anos se identifico un perfil de
riesgo inmunologico (IRP) que relaciona ciertos parametros inmunolégicos con una
mortalidad aumentada. La principal variable asociada con una mayor mortalidad fue la
subpoblacion celular de linfocitos T CD8+CD28™". Estas células representan un
estadio altamente diferenciado dentro del conjunto de linfocitos T CD8+, con una
capacidad reducida para enfrentarse a nuevas patologias.
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Los individuos que tomaron el probidtico presentaron una disminucion significativa en
el porcentaje de esta poblacion envejecida a los tres y a los seis meses del inicio de la
ingesta. Los niveles se mantuvieron estables a lo largo del tiempo en los individuos del
grupo placebo.

Dentro de ia poblacion de linfocitos T CD8+, en los individuos del grupo probibtico,
también encontramos diferencias significativas en los niveles de la subpoblacion
CD27+CD28+, que representa un grupo de células poco diferenciadas, capaces de
reconocer nuevos antigenos (figura 2).

« Estado de diferenciacion en las distintas subpoblaciones de células T en individuos
de edad avanzada:

Existen diversos marcadores cuya expresion permite distinguir el estado de
diferenciacion de los linfocitos T, fundamentalmente en el caso de las células T CD8+,
mas afectadas por el proceso de envejecimiento ya desde edades tempranas.
Dependiendo de la expresion de CD45RA y del receptor de quimiocinas CCR7, los
linfocitos T se pueden dividir en: naive (NAIVE; CD45RA+CCR7+), memoria central
(CM; CD54RA-CCR7+), memoria efectora (EM; CD45RA+CCR7-) y memoria efectora
diferenciada de forma terminal (EMRA; CD45RA+CCR7-). Aquellos individuos que
presenten un sistema inmunolégico “‘joven” y mas funcional presentaran mayor
frecuencia de la subpoblacion CD45RA+CCR7+. La poblacion CD45RA+CCR7-
representa aquellas células mas envejecidas y con menor capacidad de respuesta y
sera mas frecuente en individuos con sistemas inmunoidgicos mas senescentes (figura
3).

En los individuos del grupo probidtico se observé un aumento de la poblacion
CD45RA+CCR7+ (células naive) tanto en linfocitos T CD4+ como en linfocitos T
CD8+. El aumento en esta poblacion, esencial para responder y desarrollar respuestas
inmunolégicas frente a nuevos antigenos, es mucho mas rapido en los linfocitos T
CD8+, produciéndose un aumento importante de esta poblacion a los tres meses y
manteniéndose los niveles hasta los seis meses. Sin embargo en los linfocitos T CD4+
este aumento es mucho mas gradual y constante. En los voluntarios que tomaron el
placebo no se observo ninguna diferencia dentro de estas poblaciones (figura 4).

» Proximidad timica de linfocitos T CD4+ tras la ingesta del probidtico.

En ias céiuias CD45RA+ la expresion de TD31 se relaciona con mayor grado de
inmadurez, correspondiendo este fenotipo a las células de mas reciente migracion
timica. Como se puede observar en la figura 5 representativa los individuos jévenes
presentan esta poblacion claramente incrementada respecto a los individuos de mayor
edad.
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Al analizar la expresion de CD31 en las células CD45RA+ se observdé un aumento
significativo (p<0,05) de ésta tanto a los tres como a los seis meses en aquellos
individuos que tornaron el probidtico (figura 6).

« Cuantificacion de a y B-defensinas:

Las defensinas son proteinas de cisteina ricas en iones, se encuentran en
vertebrados e invertebrados y funcionan como antibiéticos naturales que se hallan en
la superficie de la piel. Son activas contra bacterias, hongos y virus. La mayoria de las
defensinas actuan al penetrar en la membrana plasmatica microbiana, una vez que
han penetrado, forman un poro que produce la muerte celular.

Las defensinas son péptidos altamente conservados en ia escala evolutiva formando
parte de la respuesta inmune innata, tienen un tamano de 2-5 kilodaltons (tipicamente
de 30-45 aminoacidos) y presentan tres puentes disulfuro. En el humano se sintetizan
principaimente en epitelios y leucocitos. Sus propiedades antimicrobianas son de
amplio espectro (antibacterianas, antifiingicas, anfivirales) variando en efectividad
microbicida segun su estructura y carga catidonica neta. De acuerdo con su patron
molecular de puentes disulfuro y distribucion gendmica se clasifican en las familias alfa
(o), beta (B) y teta (0).

Las a-defensinas 1-4 tienen actividad anti—VIH y se ha demostrado que aunque
tienen la propiedad de unirse al péptido C1q y activar de esta forma la via clasica del
sistema del complemento. Adicionalmente tienen un efecto quimiotactico para
linfocitos T, monocitos y células dendriticas maduras, ademas de inducir la sintesis de
citocinas. En este estudio no se ha encontrado ninguna diferencia en la expresion de
a-defensina 1, ni en las personas que tomaron el placebo ni en las que tomaron el
probidtico.

Se hipoietiza que las B-defensinas bloquean eventos tardios de fa replicacién de virus
y otros patégenos. inducen sehales intracelulares al interactuar con receptores de
quimiocinas y receptores similares a Toll (TLRs), cuyas vias promueven respuestas
inmunes adaptativas reclutando células dendriticas y T al sitio de invasion.

En este estudio se ha encontrado un aumento significativo de estos péptidos
antimicrobianos tanto a los tres como a los seis meses de comenzada la ingesta de las
capsulas de probidtico. No se encontré ninguna diferencia en los voluntarios que
tomaron placebo (figura 7).

« Estudio de lo niveles de sirtuina-1 mediante RT-PCR:

La sirtuina-1 (SIRT1), es el miembro de la familia de las sirtuinas mejor estudiado con
respecto al aumento de longevidad y a enfermedades relacionadas con la edad. Se
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cree que juega un papel crucial en el proceso de envejecimiento por varias razones.
La SIRT1 esta disminuida en células senescentes y en el envejecimiento. La reduccién
calérica, claramente relacionada con la longevidad, induce la produccion de SIRT1,
posiblemente aumentando la supervivencia celular. EI aumento de su expresion
también estad relacionado con el incremento en la biogénesis mitocondrial, muy
relacionado este proceso con la longevidad y el envejecimiento. Un activador de la
SIRT1 es el resveratrol cuyos efectos beneficiosos sobre el rejuvenecimiento celular
se ha demostrado que estan mediados por el aumento de SIRT1.
Se cuantificaron por RT-PCR los niveles de expresion de mRNA de SIRT1 en células
mononucieares de sangre periférica en ios individuos en estudio. En los voluntarios
que tomaron el probidtico se observd un aumento en los niveles de
SIRT1 a los tres meses. A los seis meses 10s niveles de SIRT1 siguen aumentados
respecto al tiempo cero, pero han disminuido respecto a los 3 meses.
No se observaron cambios en el grupo placebo {figura 8).

- Estudios de fagocitosis y oxidacion

Se realizaron varios experimentos para evaluar a capacidad fagocitica y oxidativa de la
poblacién de polimorfonucieares de los voluntarios. No se encontré ninguna diferencia
significativa en los parametros de fagocitosis y oxidaciéon después de la ingesta del
probibtico. Los valores en el grupo de individuos que tomaron el probiético y en el
grupo placebo fueron similares.

« Estudios de protedmica

La protedmica es el estudio a gran escala de ias proteinas, en particular de su
estructura y funcibn. EI protcoma es la dotacibn completa de
proteinas, incluyendo las modificaciones hechas en un conjunto particular de
proteinas, producidas por un organismo o sistema.

Se realizé el estudio protedmico de cuatro muestras de voluntarios antes y después de
la ingesta del probidtico y no se encontraron diferencias en su proteograma. En la
siguiente figura 9 se muestran dos geles 2D-PAGE (electroforesis de poliacrilamida de
dos dimensiones), antes y después de la toma del probiético.

Tras el analisis estadistico de los resultados obtenidos no se observé ninguna
diferencia significativa en el proteinograma de los individuos en estudio.

Conciusiones

Tras el analisis de tos resuitados se ha llegado a las siguientes conclusiones sobre los
efectos que la cepa probidtica ejerce sobre el organismo que la ingiere:
- Disminucion de la frecuencia de la subpoblacion de linfocitos T CD8+CD28™", lo que
representa un efecto claramente beneficioso ralentizando la senescencia del sistema

10
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inmune. En contrapartida se observé un incremento de la subpoblacion menos
diferenciada CD8+CD27+CD28+.

+ Aumento tanto en linfocitos T CD4+ como CD8+ de la subpobtacion naive
CD45RA+CCRY7 tanto a los tres como a los seis meses, lo que implica una mayor y
mejor capacidad de respuesta frente a patogenos, tumores. ..

» Aumento en la proporcién de linfocitos T CD4+ de reciente migracion timica, lo que
refleja, junto con la disminucion de poblaciones muy diferenciadas, cierto grado de
rejuvenecimiento del sistema inmunolégico.

« Incremento en los nieles de mRNA de SIRT1 tras la ingesta del probiético, lo que
podria traducirse en un aumento de longevidad y evitaria la senescencia celular.

» Aumento progresivo en los niveles de células NKs, implicadas fundamentalmente en
la defensa anti-viral y anti-tumoral.

« Aumento en la produccion de p-defensinas, lo que implicaria un aumento defensivo
frente a bacterias y virus.

A la vista de los resultados, la cepa de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,
NBIMCC 8481 ha demostrado tener efectos a nivel sistémico, mejorando la respuesta
del sistema inmune, el cual sufre un importante deterioro como consecuencia del
envejecimiento cronolégico.

1"
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Reivindicaciones
1.- Uso de la cepa de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, depositada en el
“Nacional Bank for Industrial Microorganisms and Cell Cultures” (NBIMCC) bajo el n°
8481 para la preparacion de un farmaco o complemento alimenticio administrable por
via oral para el tratamiento de la inmunosenescencia o deterioro de la capacidad
defensiva del sistema inmunitario como consecuencia del envejecimiento cronologico.
2 .- Uso segun la reivindicacion 1 en el que el tratamiento de la inmunosenescencia o
deterioro de la capacidad defensiva del sistema inmunitario como consecuencia del
envejecimiento cronolégico implica una serie de modificaciones tanto en la respuesta
inmunitaria innata como en ia adaptativa consisienies en:
-disminucion de la frecuencia de la subpoblacion de linfocitos T CD8+CD28
-aumento tanto en linfocitos CD4+ como CD8+ de la subpoblacion naive
CD45RA+CCR7+
- aumento en la proporcion de linfocifos T CD4+ de reciente migracion timica
-incremento de los niveles de mRNA de sirtuina-1 (SIRT1)
-aumento de los niveles de células NK
-aumento en la produccién de B-defensinas
3.-Uso segun la reivindicacion 1 caracterizado porque el farmaco es una capsula que
contiene dicha cepa Lacfobaciilus delbrueckii subsp. buigaricus liofilizado.
4 .- Uso segun la reivindicacion 3 caracterizado porque cada capsula contiene 400 mg
de Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgancus.

12
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Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 3, 4 Sl
Reivindicaciones 1, 2 NO

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones Si
Reivindicaciones 1-4 NO

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

Base de la Opinion.-

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

N° de solicitud: 201100133

1. Documentos considerados.-

A co ntinuacion se relacionan |os documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion parala
realizacion de esta opinion.

Doc. Numero Publicacion o Identificacion Fecha Pub.
D01 MAKINO, S. et al., Br. J. Nutr., (2010 Oct), 104(7): 998-1006. 2010 Oct
D02 WO 2008043161 A1 17.04.2008
D03 WO 2008002484 A2 03.01.2008
D04 DE202005009120 U1 15.12.2005
D05 CANDORE, G. et al., Rejuvenation Res., (2008), 11(2): 425-32. 2008
D06 IBRAHIM, F. et al., FEMS Immunol. Med. Microbiol., (2010 Jun ), 59(1): 53-9. 2010 Jun
D07 MANE, J. et al., Nutr. Hosp., (2011 Ene-Feb), 26(1): 228-35. 2011 Ene-Feb

En D1 se analiza alimentos probiéticos que contienen Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus y su efecto sobre el
sistema inmunoldgico de los ancianos.

En D 2-D4 se di vulgan d iferentes cepas de Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus utilizadas como a gentes
probiéticos para la elaboracion de farmacos y de productos alimenticios.

En D5-D7 se describe el uso de microorganismos probidticos como agentes terapéuticos para el tratamiento de la
inmunosenescencia.

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

1. NOVEDAD (Art. 4.1. y Art. 6.1. de la Ley de Patentes).
1.1. Reivindicacion independiente 1.

1.1.1. El objeto de la reivindicacién 1 consiste basicamente en el uso de la cepa Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus,
depositada en NBIMCC con el n°® 8481, para la preparacion de un farmaco o complemento alimenticio para el
tratamiento de la inmunosenescencia. El uso de dicha cepa implica una serie de modificaciones tanto en la
respuesta inmunitaria innata como en la adaptativa (cf. Pagina 3, lineas 1-30; Reivindicacién 2). En D1 se describe
la ce pa Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus OLL1073R-1 c omo agente probiotico ca paz d e promover | a
actividad del sistema inmunolégico de los ancianos. Este efecto se traduce en un aumento de la capacidad de
proteccidn i nmunoldgica f rente a i nfecciones de pat 6genos (cf. D 1: R esultados, F iguras 1-5; D iscusion). Por
consiguiente, |la cepa de L. Bulgaricus descrita en D1 comparte | as caracteristicas técnicas de la cepa de la
invencién e n cuanto as uuso para el tratamiento de | ai nmunosenescencia y a gente act ivador del si stema
inmunolégico de los ancianos. Por consiguiente, se considera que el objeto de proteccion de la reivindicacion
independiente 1 y el de la dependiente 2 no es nuevo sobre la base del documento D1.

1.2. La presente invencion no satisface el criterio establecido en el Art. 4.1. de la Ley de Patentes porque el objeto de la
invencion, definido en las reivindicaciones 1y 2, no es nuevo de acuerdo con el Art. 6.1. de la Ley de Patentes.

2. ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 4.1. y Art. 8.1. de la Ley de Patentes).
2.1. Reivindicacién independiente 1.

2.1.1. Se considera que los documentos D1- D4 constituyen el estado de la técnica mas proximo. En estos documentos se
describe el uso de d iferentes cepas de Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus como agentes probioticos para la
elaboracién de productos farmacéuticos y/o alimenticios (cf. D1: Resultados; Discusién. D2-D4: Reivindicaciones).

2.1.2. El problemat écnico ar esolver por el objeto de | ar eivindicacion i ndependiente 1 p uede se r co nsiderado, p or
consiguiente, como la provision de una cepa de Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus para su uso en la
elaboracion de de un farmaco o complemento alimenticio para el tratamiento de la inmunosenescencia.

2.1.3. La solucion es la cepa Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, depositada en NBIMCC con el n°® 8481.

En el estado de la técnica el microorganismo Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus esta caracterizado
ampliamente por sus propiedades probidticas y su uso en la preparacion de compuestos farmacéuticos y/o
alimenticios asociados a efectos positivos sobre la salud. En concreto, en los documento D1-D4 que representan el
estado de la técnica mas préximo, se divulgan diferentes cepas de Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus con las
caracteristicas técnicas y usos de la cepa de la invencion.
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Por co nsiguiente, se co nsidera qu e la s olucion propuesta por el objeto de |a reivindicacién 1 a | problema
técnico planteado es una alternativa no inventiva a la solucion existente en el estado de la técnica que no requeriria
de | a aplicacién de ¢ onocimientos técnicos inventivos por par te del exp erto e nl a m ateria. Ademas, di chas
soluciones, aunque requiriendo un trabajo considerable, no presentaron ninguna dificultad técnica imprevisible que,
en el caso de haberse planteado, hubiera cuestionado la expectativa por parte del experto en la materia de llevarlas a
cabo con éxito.

Sobre la base de lo expuesto anteriormente, se concluye que el objeto de la reivindicacidn independiente 1y el
de las reivindicaciones dependientes 2-4 no es inventivo.

2.2. La pr esente invencion no satisface el criterio establecido en el Art. 4.1. de | a Ley de Patentes porque el objetodela
invencion, definido en las reivindicaciones 1-4 no implica actividad inventiva de acuerdo con el Art. 8.1. de la Ley de
Patente.
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