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DESCRIPCION
Probidticos, IgA secretora e infeccion

La presente invencion se refiere, en general, al campo de la nutricién, la salud y el bienestar, y a probiéticos y a los
modos de aumentar su eficacia. En particular, la presente invencién se refiere a un producto que comprende SIgA
(IgA secretora) y al menos un microorganismo probiético, donde el producto es un producto alimentario animal o una
composicion farmacéutica donde la SIgA y al menos un producto probiético estan presentes en el producto como
complejos inmunitarios, y donde dicho probidtico se selecciona del grupo que consiste en Bifidobacterium longum,
Bifidobacterium lactis, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus
johnsonii, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus salivarius, Enterococcus faecium, Saccharomyces boulardii y
Lactobacillus reuteri, o mezclas de los mismos.

Una infeccion es una colonizacion perjudicial de un organismo hospedador por especies fordneas. Normalmente, el
organismo infeccioso intenta utilizar los recursos del hospedador para promover su propia multiplicacién. Asi, el
organismo infeccioso, o patégeno, puede interferir con el funcionamiento normal del hospedador y puede llevar a
mas trastornos relacionados con la infeccion que pueden tener diversa gravedad y que pueden llevar, en el peor de
los casos, a la muerte.

Si existe sinergia entre el organismo infeccioso y el hospedador, por la cual la relacion es beneficiosa para el
organismo infeccioso pero perjudicial para el hospedador, se califica de parasitismo.

La lista de enfermedades asociadas a la infeccion es enorme y los costes asociados con el tratamiento y la
prevencion de la infeccion son significativos.

Se considera que solamente el mercado de agentes antibacterianos en los Estados Unidos es de aproximadamente
26 billones de dolares americanos.

Hoy en dia, una infeccion se puede tratar con la medicacion apropiada. Sin embargo, para seleccionar la medicacion
apropiada es necesario definir el tipo de infeccion que se va a tratar. Las infecciones bacterianas a menudo se tratan
con antibidticos antibacterianos. Si se toman los antibidticos antibacterianos equivocados por error para el
tratamiento de una infeccion no virica especifica, no trataran la infeccion y pueden ser incluso perjudiciales. Ademas,
este tipo de medicacién puede dar como resultado efectos secundarios no deseados y normalmente necesita la
supervisién de personal médico.

Adicionalmente, un uso prolongado de antibidticos podria contribuir a la generacion de especies infecciosas
resistentes a los antibidticos. La revista Forbes expone en junio de 2006 que las infecciones resistentes a los
farmacos matan a mas americanos que el SIDA y el cancer de mama juntos.

Por esta razén, un enfoque de investigacion clave es el desarrollo de composiciones que puedan contribuir a reducir
la necesidad de antibiéticos en la sociedad.

Por consiguiente, en la técnica existe la necesidad de composiciones que no tengan antibidticos, que se puedan
administrar preferentemente de forma diaria, sin efectos secundarios no deseados y que puedan usarse de forma
segura para tratar o prevenir infecciones, sin la necesidad de definir primero la naturaleza exacta del agente
causante.

Una forma de alcanzar este objetivo es mediante la administracion de una composicién alimentaria que comprenda
probidticos.

Se sabe que los microorganismos probidticos tienen efectos beneficiosos en la salud y en el bienestar del
hospedador. En las ultimas décadas, el uso de bacterias probiéticas ha adquirido una atencién considerable como
forma segura y accesible para tratar, por ejemplo, enfermedades gastrointestinales (Isolauri E, et al, Dig Dis Sci
1994, 39:2595-2600). La tipica bacteria prebidtica que se ha empleado a este respecto pertenece al género
Lactobacillus o Bifidobacterium.

La eficacia de los probidticos depende, en parte, de su capacidad para resistir las condiciones del tracto digestivo y
para adherirse al epitelio intestinal. Ademas, un aspecto critico que condiciona su posible efecto beneficioso para el
hospedador es la comunicacion del probidtico con el entorno del hospedador y su impacto sobre la barrera epitelial y
su funcién.

Aunque algunos probidticos ya han conseguido resultados muy respetables en cuanto a colonizaciéon del tracto
gastrointestinal, seria deseable disponer de una herramienta para mejorar ain mas la efectividad con la cual los
microorganismos probidticos colonizan el intestino.
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Por lo tanto, es ventajoso proporcionar a la técnica una composiciébn que tenga las mismas ventajas que la
administracion de probiéticos a un sujeto necesitado de los mismos, pero que fuera aun mas eficaz en el tratamiento
0 en la prevencion de infecciones que solamente la administracion de probidticos.

Los inventores de la presente invencion han abordado esta necesidad y han descubierto que pueden alcanzar este
objetivo mediante un producto en conformidad con las reivindicaciones.

Por lo tanto, la presente invencion se refiere a un producto que comprende SIgA y al menos microorganismo un
probidtico, donde el producto es un producto alimentario animal o una composicién farmacéutica donde la SIgA vy al
menos un probidtico estan presentes en el producto como complejos inmunitarios y donde dicho probidtico se
selecciona del grupo que consiste en Bifidobacterium longum, Bifidobacterium lactis, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
salivarius, Enterococcus faecium, Saccharomyces boulardii y Lactobacillus reuteri, 0 mezclas de los mismos.

Los anticuerpos son normalmente glicoproteinas que reconocen a los antigenos especificamente. En los
vertebrados se describen cinco clases de inmunoglobulinas, incluyendo 1gG, IgM, IgA, IgD e IgE, todas las cuales
difieren en su funcién en el sistema inmunitario. Se descubrio que la IgA secretora (SIgA), que es la inmunoglobulina
predominante y mas estable en las secreciones mucosas intestinales, era particularmente eficaz para el propoésito de
la presente invencion.

Sin deseo de limitarse por ninguna teoria, la SIgA y los probitticos forman complejos que pueden potenciar la
interaccion de probidticos con el hospedador y aumentar su efecto beneficioso sobre la salud.

El mecanismo sugerido para la interaccion de esta combinacion con la mucosa intestinal del hospedador se presenta
en la Figura 1.

La primera interaccion de los probidticos con el hospedador se produce a nivel de la mucosa del intestino. Entre los
criterios clave para la seleccién de un microorganismo probidtico esta su capacidad para adherirse a la mucosa
intestinal.

Esta adhesion parece ser necesaria para bloquear la entrada de patégenos y para contribuir a modular, por ejemplo,
funciones inmunitarias protectoras.

Uno de los rasgos mas caracteristicos del sistema inmunitario de las mucosas en la mayoria de los mamiferos es la
presencia dominante de anticuerpos secretores, particularmente IgA secretora (SIgA), una clase de anticuerpo que
aparece Unicamente en las mucosas.

La biosintesis de la IgA polimérica se lleva a cabo en la ldmina propia de la mucosa, y su transporte a través del
epitelio que reviste las superficies mucosas se asegura por el receptor de Ig polimérica (plgR) expresado por las
células de la cripta y del epitelio columnar.

En las secreciones, una parte significativa del plgR llamada componente secretor (SC) permanece asociada con la
IgA polimérica, liberando SIgA.

La liberacion de SIgA dentro del lumen es dependiente de la produccion del SC, cuya expresion esta regulada al
alza después del nacimiento. El plgR parece ser critico para la estabilidad y el anclaje a la mucosa del anticuerpo
(Phalipon et al. (2002) Secretory component: A new role in secretory IgA-mediated immune exclusion in vivo.
Immunity 17:107-115).

Los recién nacidos, en los cuales apenas se detectan anticuerpos SlgA, dependen de la IgG materna transferida a
través de la placenta, y de un suministro exdégeno de SIgA que se encuentra en abundancia en la leche materna.

Conjuntamente, esto confiere inmunizacion pasiva al intestino, esencial para la proteccién del hospedador durante la
fase de conformacion y maduracion del sistema inmunitario gastrointestinal.

Por lo tanto, el producto de la presente invencion sera particularmente beneficioso para los recién nacidos y bebés
(hasta los 2 afios de edad), ya que por ellos mismos no producen suficiente cantidad de SIgA, sino que dependen de
una fuente externa.

Los inventores actualmente creen que es esta asociacion de SIgA con probidticos la que potencia la interaccién de
los probidticos con el hospedador, de manera que se mejoran los efectos beneficiosos para la salud del hospedador
resultantes.

Los inventores de la presente invencion han identificado anticuerpos de IgA secretora capaces de asociarse con
cepas de bacterias comensales.
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Los inventores de la presente invencion han usado monocapas de células epiteliales Caco-2 in vitro para examinar
de qué manera la SIgA favorece la comunicacidon entre bacterias no patdégenas y la superficie epitelial. Como
ensayos preliminares se evaluaron dos cepas probidticas representativas de los dos géneros principales Lactobacilli
y Bifidobacteria, es decir, Lactobacillus rhamnosus NCC4007 (LPR) y Bifidobacterium lactis NCC2818 (BL818).

Se descubrié que cuando se asociaban la SIgA y/o el SC con probidticos, se promovia la interaccion de los
probiéticos con el hospedador y se modulaban los procesos aguas abajo involucrados en los mecanismos de
defensa.

Esto contribuye a aumentar los beneficios para la salud de los probioticos. Mediante la combinacién con probiéticos,
la SIgA y/o el SC podrian ayudar a desencadenar de forma Optima reacciones de defensa del hospedador
protectoras eficaces, incluyendo las respuestas contra infecciones por varios patégenos. Dado su efecto
homeostatico, la SIgA, combinada con probidticos, ayudara a desencadenar un efecto de refuerzo inmunolégico
contra infecciones previniendo al mismo tiempo cualquier proceso inflamatorio perjudicial potencial.

Los productos de la presente invencion pueden utilizarse en el tratamiento y/o la prevencion de infecciones no
viricas.

El tratamiento de infecciones no viricas incluye la reduccion de infecciones no viricas.

El término “probidtico” significa preparaciones de células microbianas o componentes de células microbianas con un
efecto beneficioso sobre la salud o el bienestar del hospedador (Salminen S, Ouwehand A. Benno Y. et al.
“Probiotics: how should they be defined” Trends Food Sci. Technol. 1999:10 107-10).

Los microorganismos probidticos se seleccionan preferentemente del grupo que consiste en Lactobacillus johnsonii
(NCC533; CNCM 1-1225) Bifidobacterium longum (NCC490; CNCM 1-2170), Bifidobacterium longum (NCC2750;
CNCM 1-2618), Bifidobacterium lactis (2818; CNCM 1-3446), Lactobacillus paracasei (NCC2461; CNCM 1-2116),
Lactobacillus rhamnosus GG (ATCC53103), Lactobacillus rhamnosus (NCC4007; CGMCC 1.3724), Enterococcus
faecium SF 68 (NCIMB10415) y mezclas de los mismos.

El producto de la presente invencion también puede contener prebidticos. La adicion de prebidticos es beneficiosa
ya que puede, cuando esta combinada con probidticos, proporcionar efectos sinérgicos en cuanto a beneficios para
la salud. Una composicién que comprende una combinacion de prebiéticos y probiéticos se conoce comunmente
como una composicion simbidtica.

El término “prebidtico” significa sustancias alimentarias que promueven el crecimiento de probidticos en el intestino.
No se descomponen en el estdmago ni en el intestino delgado ni se absorben en el tracto Gl de la persona que los
ingiere, sino que fermentan mediante la microflora gastrointestinal y/o los probid6ticos. Los prebiéticos se definen, por
ejemplo, por Glenn R. Gibson y Marcel B. Roberfroid, Dietary Modulation of the Human Colonic Microbiota:
Introducing the Concep of Prebiotics, J. Nutr. 1995 125: 1401-1412.

Los prebidticos que pueden usarse de acuerdo con la presente invencién no estan limitados particularmente e
incluyen todas las sustancias alimentarias que promueven el crecimiento de bacterias beneficiosas tales como
bifidobacterias o lactobacilos, y/o los probiéticos presentes en el intestino. Preferentemente, pueden seleccionarse
del grupo que consiste en oligosacéaridos, que opcionalmente contienen fructosa, galactosa, manosa; fibras
alimenticias, en particular fibras solubles, fibras de la soja; inulina; o mezclas de las mismas. Son prebioticos
preferentes fructo-oligosacaridos (FOS), galacto-oligosacéridos (GOS), isomalto-oligosacéridos, xilo-oligosacéridos,
oligosacéaridos de la soja, glucosilsacarosa (GS), lactosacarosa (LS), lactulosa (LA), palatinosa-oligosacaridos
(PAO), malto-oligosacaridos, pectinas y/o hidrolizados de los mismos.

La infeccién no virica de la presente invencion puede ser una infeccion bacteriana y/o una parasitaria. También
puede ser una infeccién fangica.

La infeccion no virica puede ser una infeccion bacteriana seleccionada de una infeccién por Escherichia coli, una
infeccion por Vibrio cholerae, una infeccion por Salmonella, una infeccion por clostridios o una infeccion por Shigella,
una infeccién parasitaria, incluyendo Giardia lamblia, Entamoeba histolytica y Cryptosporidium spp o mezclas de las
mismas.

Las enfermedades infecciosas bacterianas tipicas que se pueden tratar o prevenir mediante la presente invencion
incluyen: salmonelosis, shigelosis, fiebre tifoidea, meningitis bacteriana, antrax, botulismo, brucelosis,
campilobacteriosis, enfermedad por arafiazo de gato, cllera, difteria, tifus epidémico, gonorrea, impétigo,
legionelosis, lepra (enfermedad de Hansen), leptospirosis, listeriosis, enfermedad de lyme, melioidosis, fiebre
reumatica, infeccion por MRSA, nocardiosis, pertussis (tos ferina), plaga, neumonia neumocdcica, psitacosis, fiebre
Q, fiebre maculosa de las Montafias Rocosas (RMSF), escarlatina, sffilis, tétanos, tracoma, tuberculosis, tularemia,
tifus y/o infecciones del tracto urinario.
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Las enfermedades infecciosas parasitarias tipicas que pueden tratarse o prevenirse mediante la presente invencion
incluyen tripanosomosis africana, amebosis, ascarosis, babesiosis, enfermedad de Chagas, clonorquiasis,
criptosporidosis, cisticercosis, difilobotriosis, dracunculosis, equinococosis, enterobiosis, fasciolosis, fasciolopsosis,
filariosis, infeccion por amebas de vida libre, giardiosis, gnatostomosis, himenolepiosis, isosporiosis, kala-azar,
leishmaniosis, malaria, metagonimiosis, miasis, oncocercosis, pediculosis, infeccion por oxiuros, sarna,
esquistosomosis, teniosis, toxocarosis, toxoplasmosis, triquinelosis, triquinosis, tricurosis, tricomonosis Yy/o
tripanosomosis.

Las enfermedades infecciosas flngicas tipicas que pueden tratarse o prevenirse mediante la presente invencion
incluyen aspergilosis, blastomicosis, candidiasis, coccidioidomicosis, criptococosis, histoplasmosis y/o dermatofitosis
interdigitoplantar.

El producto de la presente invencion es un producto alimentario animal o una composicion farmacéutica. El
producto, por ejemplo, puede ser una composicion nutricional, un nutracéutico, una bebida, un aditivo alimentario o
un medicamento.

Un aditivo alimentario o un medicamento pueden estar, por ejemplo, en forma de comprimidos, capsulas, pastillas o
un liquido. Los aditivos alimentarios o los medicamentos se proporcionan preferentemente como férmulas de
liberacion sostenida que permiten un suministro constante de SIgA y probiéticos durante periodos prolongados de
tiempo.

El producto puede contener ademas hidrocoloides protectores (tales como gomas, proteinas, almidones
modificados), aglutinantes, agentes formadores de pelicula, materiales/agentes de encapsulacion, materiales de la
pared/cubierta, compuestos de matriz, recubrimientos, emulsionantes, agentes tensioactivos, agentes solubilizantes
(aceites, grasas, ceras, lecitinas, etc.), adsorbentes, vehiculos, cargas, co-compuestos, agentes dispersantes,
agentes humectantes, coadyuvantes de procesamiento (disolventes), agentes que proporcionan fluidez, agentes
para enmascarar el sabor, agentes densificantes, agentes formadores de gelatina, agentes formadores de gel,
antioxidantes y antimicrobianos. También pueden contener aditivos farmacéuticos y adyuvantes, excipientes y
diluyentes convencionales, que incluyen, pero no estan limitados a: agua, gelatina de cualquier origen, gomas
vegetales, ligninsulfonato, talco, azucares, almidon, goma arabiga, aceites vegetales, polialquilenglicoles, agentes
saborizantes, conservantes, estabilizantes, agentes emulsionantes, tampones, lubricantes, colorantes, agentes
humectantes, cargas, y similares. Ademas, pueden contener un material de vehiculo organico o inorganico
apropiado para la administracién por via oral o por via entérica, asi como vitaminas, minerales, oligoelementos y
otros micronutrientes de acuerdo con las recomendaciones de cuerpos gubernamentales tales como el USRDA.

El producto de la presente invencidn puede contener una fuente de proteina, una fuente de carbohidratos y/o una
fuente de lipidos.

Se puede usar cualquier proteina dietética apropiada, por ejemplo proteinas animales (tales como proteinas de
leche, proteinas de carne y proteinas de huevo); proteinas vegetales (tales como proteina de soja, proteina de trigo,
proteina de arroz, y proteina de guisante); mezclas de aminoacidos libres; o combinaciones de los mismos. Son
particularmente preferidas las proteinas de la leche, tales como, la caseina y el suero de la leche, y las proteinas de
la soja.

Si el producto incluye una fuente de grasa, la fuente de grasa mas preferentemente proporciona de un 5 % a un 40
% de la energia de la formula; por ejemplo de un 20 % a un 30 % de la energia. Se puede afadir DHA. Se puede
conseguir un perfil de grasa apropiado usando una mezcla de aceite de canola, aceite de maiz y aceite de girasol
con alto contenido de &cido oleico.

Una fuente de carbohidratos puede proporcionar, mas preferentemente, entre un 40 % y un 80 % de la energia de la
composicion. Se puede usar cualquier carbohidrato apropiado, por ejemplo, sacarosa, lactosa, glucosa, fructosa,
sélidos de jarabe de maiz, maltodextrinas y mezclas de los mismos.

El producto se puede administrar a seres humanos o a animales, en particular a animales de compafiia, animales
domésticos o ganado. Tiene efectos beneficiosos para cualquier grupo de edad. Preferentemente, el producto esta
destinado a los bebés, jovenes, adultos o ancianos. Sin embargo, también puede administrarse a madres durante el
embarazo y la lactancia para tratar al bebé.

Se descubrié que la combinacion de probidticos y SIgA es particularmente eficaz si la SIgA y los probidticos se
combinen en complejos antes de la administracion. Esto tiene la ventaja de que los complejos beneficiosos no
necesitan formarse después de consumir el producto, sino que ya estan presentes en el producto alimentario.

La SIgA y al menos un probidtico estan presentes como complejos inmunitarios, por ejemplo de tal manera que al
menos el 90 %, mas preferentemente el 95 %, y ain mas preferentemente todas las bacterias probidticas estén
presentes como complejos inmunitarios en asociacion con al menos 1 molécula de SIgA, por ejemplo con al menos
5 moléculas de SIgA.
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El producto también puede contener al menos otro tipo de bacteria de calidad alimentaria, preferentemente
seleccionada del grupo que consiste en bacterias de acido lactico, bifidobacterias, enterococos 0 mezclas de los
mismos. Estas otras bacterias de calidad alimentaria pueden contribuir a conseguir una microflora intestinal sana y
por esta razon contribuiran a conseguir el objetivo de la presente invencién aiin mas eficazmente.

Preferentemente, la SIgA y el microorganismo probiético pueden estar presentes en una relacion estequiométrica de
al menos 10:1, preferentemente de al menos 100:1, y mas preferentemente de al menos 2000:1 a 10000:1. El limite
superior de saturaciéon de SIgA se determina por la superficie de los microorganismos probiéticos y por el nimero de
sitios de union disponibles para SIgA.

Generalmente, los probidticos seran eficaces en un gran intervalo de cantidades. Si las bacterias alcanzan vivas el
intestino, una sola bacteria puede ser suficiente para conseguir un efecto potente al persistir en el intestino y
multiplicarse. Sin embargo, se prefiere generalmente que el producto comprenda entre 10? y 10 células de
probiéticos por cada dosis diaria.

Igualmente, tampoco esta limitada la cantidad de SIgA necesaria para conseguir un efecto. En principio, para la
presente invencion seréa eficaz una molécula de SIgA combinada con un microorganismo probidtico, en la forma de
un complejo inmunitario. Sin embargo, en general, es preferente que el producto comprenda entre 0,0001 mg de
SIgA secretora 'y 10 mg de SIgA por dosis diaria.

Los expertos en la materia entenderan que pueden combinar libremente todas las caracteristicas de la presente
invencion descritas en el presente documento, sin apartarse del alcance de la invencion segun se desvela. En
particular, las caracteristicas descritas para los usos de la presente invencion se pueden aplicar a la composicion,
por ejemplo la composicién alimentaria de la presente invencion y viceversa.

Las ventajas y las caracteristicas adicionales de la presente invencion se muestran en los siguientes ejemplos y
figuras.

La Figura 1 muestra esquematicamente de qué manera se cree que la SIgA mejora los efectos de bacterias
comensales, cuando se asocia con ellas mediante el aumento de la interacciéon con la mucosa intestinal del
hospedador.

La Figura 2 muestra el resultado de experimentos que prueban las propiedades de unidon de dos cepas de
probidticos, Lactobacillus rhamnosus NCC4007 (LPR) y Bifidobacterium lactis NCC2818 (BL818), representativas
de los dos géneros principales Lactobacilli y Bifidobacteria, a células epiteliales. Los datos se expresan como
medias de UFC por cada 100 células Caco-2 + SEM.

La Figura 3 muestra el resultado de experimentos que prueban las propiedades de unién de dos cepas de
probidticos, Lactobacillus rhamnosus NCC4007 (LPR) y Bifidobacterium lactis NCC2818 (BL818), representativas
de los dos géneros principales Lactobacilli y Bifidobacteria, a células epiteliales y la influencia de la IgA secretora
(SlgA) o del componente secretor (SC). Los datos se expresan como medias de UFC por cada 100 células Caco-
2 + SEM.

La figura 4 muestra el resultado de un experimento que prueba el efecto de dos cepas de probidticos,
Lactobacillus rhamnosus NCC4007 (LPR) y Bifidobacterium lactis NCC2818 (BL818), representativas de los dos
géneros principales Lactobacilli y Bifidobacteria, por si mismas o en combinacion con SIgA o con SC, sobre la
resistencia eléctrica transepitelial (RET) que mide la permeabilidad epitelial. Los datos se expresan como medias
de ohmios por cada cm?+ SEM.

La figura 5 muestra el resultado de un experimento que prueba el efecto de LPR, combinado o no con SIgA o con
SC, sobre la activacion de NF-xB en una monocapa de células Caco-2. El descenso de la actividad de unién a
NF-xB es un indicativo de la atenuacién de una o mas vias inflamatorias dentro de las células Caco-2.

La figura 6 muestra el resultado de un experimento que prueba el efecto de LPR, combinado o no con SIgA o con
SC, sobre la invasion por S. flexneri de células Caco-2. Se usaron dos moléculas de SIgA monoclonal: una SIgA
no especifica (SIgA no-espec) que reconoce un epitopo de Salmonella, y la SIgQAC5 anti-S. flexneri especifica.
Los datos se expresan como medias de UFC por cada filtro Transwell £ SEM.

La Figura 7 muestra el resultado de un experimento que prueba el efecto de los probidticos sobre la expresién
del receptor de Ig polimérica (plgR) en una monocapa de Caco-2. Diferentes tratamientos probados a 16 h,
incluyendo una combinacién de probidticos con SIgA no especifica y una combinacion de S. flexneri con SIgA
anti-S. flexneri especifica. (A) Diferentes tratamientos probados a 16 h, incluyendo una combinacion de
probidticos con SIgA no especifica y una combinacion de S. flexneri con SIgA anti-S. flexneri especifica. La
presencia de plgR se evalu6 mediante transferencia de Western, asi como la B-actina. (B) Andlisis
semicuantitativo de los niveles de expresion de plgR normalizados con respecto a la B-actina mediante analisis
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densitométrico de las bandas identificadas en los geles en A. (C) Cinética de la expresion de plgR durante una
incubacién de 24 h de células Caco-2 con varias preparaciones, segun lo medido mediante ELISA.

Ejemplo 1:
UNION A CELULAS EPITELIALES

Se sembraron aproximadamente 10° células Caco-2 por cm? de filtro Transwell. Las células se incubaron durante 16
h a 37 °C en ausencia de antibidtico o FCS con diferentes dosis de bacterias, como se indica en la leyenda de la
figura. Se utilizaron cultivos recientes de una noche de bacterias LPR, BL818 y E. coli TG-1. Después, las células se
lavaron antes de enumerarse. Las bacterias unidas se contaron mediante cultivo en placas de MRS o de LB. Para
cada experimento, se realizaron pruebas por triplicado. Los datos se expresaron como medias de bacterias unidas
por cada 100 células Caco-2 + SEM. Se realizaron triplicados para cada experimento. En un experimento posterior,
las células se incubaron con 2 x 10’ bacterias durante 16 h a 37 °C, en presencia de dosis crecientes de SIgA o de
SC, tal como se indica en la leyenda de la figura 3. Después, las células se lavaron antes de enumerarse. Las
bacterias unidas se contaron colocando mediante cultivo en placas de MRS o de LB. Para cada experimento, se
realizaron pruebas por triplicado. Los datos se expresaron como medias de bacterias unidas por cada 100 células
Caco-2 + SEM. Se realizaron triplicados para cada experimento.

Se observa una unién preferente a células Caco-2 polarizadas por parte de LPR o de BL818 en comparacion con E.
coli TG-1 (figura 2). Hay una capacidad de unién de probidticos a células epiteliales intestinales dependiente de la
dosis. Se puede observar que las propiedades de union podrian diferenciarse entre las dos cepas.

Para experimentos posteriores se usaron 2 x 10" UFC de probiéticos ya que, por un lado, esta cantidad no producia
ningun cambio de pH en el medio y, por otro lado, mostraba una relacion de union eficaz.

El aumento de la dosis de SIgA monoclonal potenciaba la capacidad tanto de LPR como de BL818 para unirse a
monocapas de células Caco-2 polarizadas. Cuando se asociaban con las bacterias, los componentes secretores no
mostraban este tipo de propiedades (figura 3). Para experimentos posteriores, se eligié una dosis de 1 pg de SIgA
gue confiere una mejora significativa en la capacidad de unién del probidtico. Esta dosis lleva a la formacion de un
complejo final constituido por aproximadamente 50.000 a 100.000 unidades de SIgA por bacteria.

Los resultados se muestran en las figuras 2 y 3.
Ejemplo 2:
FUNCION DE BARRERA EN LA MONOCAPA DE CELULAS CACO-2 POLARIZADAS

Se sembraron aproximadamente 10° células Caco-2 por cm? de filtro Transwell. Las células se incubaron durante 24
h a 37°C con 2 x 10’ UFC de bacterias en ausencia de antibiético o de FCS. Las bacterias se probaron solas o
combinadas con SIgA o con SC a las concentraciones indicadas en la leyenda de la figura 4. Se midio la resistencia
eléctrica transepitelial (TER) a las 3, 6, 9, 15 y 24 h. Los controles incluyen la incubacion con SIgA y con SC
solamente. Se realizaron triplicados para cada experimento.

Se consiguié un aumento del 20-25 % en resistencia eléctrica transepitelial (TER) con la incubacién de la monocapa
de células Caco-2 polarizadas con LPR o BL818 solamente, lo que sugiere que los probiéticos potenciaban la
funcion de la barrera epitelial. Esto siguié siendo asi cuando las bacterias se combinaron con SIgA o SC (figura 4).
Por si mismos, la SIgA o el SC no producian ningin cambio en TER.

Los resultados se muestran en la figura 4.
Ejemplo 3:
ACTIVACION DE NF-xB EN LA MONOCAPA DE CELULAS CACO-2 POLARIZADAS

Se sembraron aproximadamente 10° células Caco-2 por cm? de filtro Transwell. Las células se incubaron durante 16
h a 37°C con 2 x 10" UFC de LPR en ausencia de antibitico o de FCS. Las bacterias se probaron solas o
combinadas con SIgA o con SC a las concentraciones indicadas en la leyenda de la figura 5. Se usaron S. flexneri,
S. typhi y H. pylori (2 x 10’ UFC) como patdgenos pro-inflamatorios en experimentos de control. Se prepararon
extractos nucleares y se analizaron mediante ensayo de cambio de movilidad electroforética (EMSA) para examinar
la unién de NF-kB a una sonda especifica de ADN. Se obtuvieron extractos citoplasmatico en paralelo y la presencia
de IKBa se analizé mediante transferencia de Western, usando un anticuerpo monoclonal especifico anti-lkBo contra
la proteina.
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La exposicion de monocapas de células Caco-2 polarizadas a bacterias patdgenas llevé a una activacion de NF-xB
nuclear mucho méas pronunciada en comparacion con bacterias no patégenas (figura 5).

La desaparicion de IkBa (panel inferior) refleja la activacion de la ruta que lleva a la translocacién nuclear de NF-«B.
A este respecto, aunque LPR por si mismo tiene un efecto leve sobre la activacion de NF-xB, la combinacién de LPR
con SIgA o con SC redujo la activacién de NF-xB en las células Caco-2 (no se prob6 BL818). Como se esperaba, la
incubacién de células epiteliales con el patdgeno S. flexneri llevé a la desaparicion completa de la expresion de
IxBa.

Los resultados se muestran en la figura 5.
Ejemplo 4:
ACTIVIDAD ANTIPATOGENA

Se sembraron aproximadamente 10° células Caco-2 por cm? de filtro Transwell. Las células se incubaron durante 16
h a 37 °C con 2 x 10’ UFC de LPR en ausencia de antibiético o de FCS. Se hicieron pruebas con LPR, por si mismo
o combinandolo con 0,2 pug de SC, con 1 ug de SIgA policlonal o con 1 g de SIgAC5 especifica anti-LPS de S.
flexneri. Después de la incubacion con LPR, las células se lavaron y luego se incubaron con 10’ S. flexneri durante 6
horas, se volvieron a lavar y se incubaron con 50 g/ml de gentamicina durante 45 min. Finalmente, las células se
lisaron y se enumeraron las S. flexneri intracelulares en placas de agar LB. Se realizaron triplicados para cada
experimento.

La adicion de LPR redujo la infeccion de la monocapa de células Caco-2 polarizadas por S. flexneri de forma
dependiente de la dosis. El efecto se potencié en gran medida tras la combinacién con SIgA. Se consiguio la
prevencién completa de la infeccidon cuando se usé el anticuerpo SIGAC5 especifico de LPS de S. flexneri (figura 6).

Los resultados se muestran en la figura 6.
Ejemplo 5:
Expresion de un receptor de Ig polimérica en la monocapa de células Caco-2 polarizadas

Se sembraron aproximadamente 10° células Caco-2 por cm? de filtro Transwell. Las células se incubaron durante
16 h a 37°C con 2 x 10’ UFC de LPR o BL818 en ausencia de antibiético o de FCS. Se hicieron pruebas con
probidticos, por si solos o combinandolos con 0,2 pg de SC o con 1 pg de SIgA policlonal. Se hicieron pruebas con
S. flexneri de control, solo o combinado con 1 pug de SIgACS especifica anti-LPS de S. flexneri. Después del lavado,
las células Caco-2 se recuperaron directamente del filtro Transwell y se lisaron. Se retiraron los nicleos, y los restos
celulares y los citoplasmas se analizaron mediante transferencia de Western usando un anticuerpo anti-plgR y
antisueros contra SC humano y B-actina como controles. Se realizaron triplicados para cada experimento.

En un experimento posterior, las células se incubaron siguiendo el mismo procedimiento y después se recuperaron
del filtro Transwell después de incubarse durante 8, 16 y 24 horas. Se realiz6 el andlisis cuantitativo de pIgR
mediante ELISA sobre fracciones de restos celulares/citoplasma. Se determinaron las proteinas totales mediante el
ensayo de proteina BCA. Los valores se normalizaron con respecto al contenido de proteina y los datos se
expresaron como medias de ng de plgR/mg de proteina total + SEM.

Se normalizé la expresion de plgR en células epiteliales con respecto a la expresion de B-actina. Segun lo revelado
mediante transferencia de Western (panel superior) y mediante el andlisis densitométrico de las sefiales respectivas
(panel inferior), hubo un aumento del nivel de pIgR tras la exposicion durante una noche de monocapas de células
Caco-2 polarizadas a combinaciones de LPR o de BL818 con SIgA o con SC en comparacién con probioticos solos
(figura 7a). La SIgAC5 especifica anti-LPS de S. flexneri previno la interaccion del patégeno con la monocapa de
células Caco-2 polarizadas, explicAndose asi el descenso en la expresion de plgR en comparacion con el
tratamiento con S. flexneri solo.

Los resultados mostraron ademas un aumento dependiente del tiempo del nivel del receptor de Ig polimérica (plgR)
tras la exposicién de monocapas de células Caco-2 polarizadas a combinaciones de probiéticos con SIgA o con SC
(figura 7b).

Los resultados se muestran en la figura 7.
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REIVINDICACIONES

1. Un producto que comprende SIgA y al menos un microorganismo probiético, donde el producto es un producto
alimentario animal o una composicion farmacéutica, donde la SIgA y al menos un probidtico estan presentes en el
producto como complejos inmunitarios, y donde dicho probidtico se selecciona del grupo que consiste en
Bifidobacterium longum, Bifidobacterium lactis, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus
paracasei, Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus salivarius, Enterococcus faecium,
Saccharomyces boulardii y Lactobacillus reuteri, o mezclas de los mismos.

2. Un producto de acuerdo con la reivindicacién 1, donde el producto es para la administraciéon a recién nacidos,
bebés, jévenes, adultos, ancianos o madres durante el embarazo o la lactancia.

3. Un producto de acuerdo con la reivindicacién 1 que comprende leche, donde la leche se obtiene de una fuente
animal o vegetal y preferentemente es leche de vaca, leche humana, leche de oveja, leche de cabra, leche de
yegua, leche de camello, leche de arroz o leche de soja.

4. Un producto de acuerdo con la reivindicacién 3 que comprende leche, donde en lugar de leche se utilizan
fracciones de proteina obtenidas de la leche o calostro.

5. Un producto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el producto contiene al
menos un prebidtico.

6. Un producto de acuerdo con la reivindicacion 5, donde el prebidtico se selecciona del grupo que consiste en:
oligosacéridos, que contienen de forma opcional fructosa, galactosa, manosa; fibras alimenticia, en particular fibras
solubles, fibras de la soja; inulina 0 mezclas de los mismos.

7. Un producto de acuerdo con la reivindicaciéon 6, donde el prebiético se selecciona del grupo que consiste en:
fructo-oligosacéaridos (FOS), galacto-oligosacaridos (GOS), isomalto-oligosacaridos, xilo-oligosacaridos,
oligosacéridos de la soja, glucosilsacarosa (GS), lactosacarosa (LS), lactulosa (LA), palatinosa-oligosacéaridos
(PAO), maltooligosacéridos, pectinas y/o hidrolizados de los mismos.

8. Un producto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el producto comprende
entre 10? y 10'° células de probiético por dosis diaria.

9. Un producto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el producto comprende
entre 0,0001 mg de SIgA y 10 mg de SIgA por dosis diaria.

10. Un producto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el probiotico se
selecciona del grupo que consiste en: Lactobacillus johnsonii (NCC533; CNCM [-1225), Bifidobacterium longum
(NCC490; CNCM 1-2170), Bifidobacterium longum (NCC2705; CNCM 1-2618), Bifidobacterium lactis (2818; CNCM
I-3446), Lactobacillus paracasei (NCC2461; CNCM [-2116), Lactobacillus rhamnosus GG (ATCC53103),
Lactobacillus rhamnosus (NCC4007; CGMCC 1.3724), Enterococcus faecium SF 68 (NCIMB10415) y mezclas de los
mismos.
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Figura 7:
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