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57  Resumen:
La presente invención se refiere al uso de una cepa
de Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus para la
preparación de un fármaco o complemento alimenticio
para el tratamiento de la inmunosenescencia o
deterioro del sistema inmunitario como consecuencia
del envejecimiento cronológico. Dicha cepa muestra
efectos a nivel sistémico y tanto en la respuesta
inmunitaria innata como en la adaptativa.

Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP.Aviso:



USO DE UNA CEPA DE LACTOBACILLUS BULGARICUS PARA EL 

TRATAMIENTO DE LA INMUNOSENESCENCIA 

Objeto de la invención 

5 La presente invención se refiere al uso de una cepa de Lactobaci/lus bu/garicus para la 

preparación de un fármaco o complemento alimenticio destinado al tratamiento de la 

inmunosenecencia o deterioro de la capacidad defensiva del sistema inmune como 

consecuencia del envejecimiento cronológico. Concretamente se refiere al uso de la 

cepa de Lactobacillus delbrueckii subsp. bu/garicus, aislada en la montañas de 

1O Bulgaria y depositada en el "Nacional Bank for Industrial Microorganisms and Cell 

Cultures" (NBIMCC} bajo el n° 8481. 

Antecedentes de la invención 

Los probióticos son microorganismos no patógenos que ejercen una influencia positiva 

sobre la salud o la fisiología del huésped al ser ingeridos. Entre las propiedades 

15 beneficiosas de estos microorganismos se encuentra su actividad inmunomoduladora. 

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 ínmunosenescencia y 

que implica una serie de modificaciones tanto en la respuesta innata como adaptativa. 

Esta proceso se caracteriza fundamentalmente por ( 1) la limitación del repertorio de 

20 los linfocitos T y la acumulación de células oligoclonales de memoria efectora dirigidas 

frente a agentes infecciosos ubicuos; (2) la involución tímica y desaparición de células 

"nalve"; y (3) un estado inflamatorio crónico. El mecanismo basal de esta pérdida de 

eficacia inmunológica no se conoce pero tiene gran importancia desde un punto de 

vista clínico, particularmente la disfunción de la respuesta inmune humoral 

25 responsable de la efJCacia de la vacunación. Existe una clara asociación entre la 

funcionalidad del sistema inmune y la fongevtaad de los individuos, encontrándose 

considerables evidencias de que la inmunosenescencia implica mayor morbilidad y 

mortalidad. En este sentido, evitar o retrasar e\ deterioro del sistema inmune desde 

edades tempranas se considera decisivo para conseguir un mejor estado general y 

30 una mayor longevidad. 

Entre los organismos probióticos 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 manteniendo un equilibrio adecuado en la microflora del intestino. 

35 Diferentes cepas de Lactobacillus se han utilizado para la preparación de productos 
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con adecuadas propiedades organolépticas y con características profilácticas y 

terapeúticas. 

Dentro de los Lactobaci/Jus, la aplicación de las cepas conocidas de Lactobaci/Jus 

delbrueckii subsp. bulgaricus ha estado limitada al área de productos lácticos 

5 fermentados y su actividad está limitada a un corto plazo de tiempo. 

Como ejemplos, las patentes BG63961, BG63962 y BG63963 divulgan que cepas de 

Lactobacil/us delbrueckii subsp. bulgaricus son usadas como cultivos para yogur 

búlgaro y otros productos lácteos fermentados. La patente BG61476 divulga la 

posibilidad de combinación de una sustancia biológicamente activa procedente del 

1 O cultivo de Lactobacil/us delbrueckii subsp. bulgaricus con productos naturales para la 

preparación de aditivos alimenticios. 

Las patentes UA63201, UA63202 y UA64163 d\-vulgan que una cepa de Lactobacil/us 

de/brueckii subsp. bu/garicus 9702 cultivada bajo determinadas condiciones produce 

una sustancia con propiedades hepatc¡;vo.t.edwas, gastroenterológicas y moduladoras 

15 del sistema inmune, pero no desaiben datos experimentales dínicos concretos que 

soporten esta afirmación. 

En la solicitud de patente W02008/043161 se describe la cepa de Lactobaci/lus 

delbrueckii subsp. Bulgaricus, depositada en el "Nacional Bank for Industrial 

Microorganisms and Cell Cultures" (NBIMCC) bajo el n° 8481, y se indica de forma 

20 general que puede ser usada para la preparación de productos farmacéuticos o 

alimenticios con propiedades profilácticas y terapéuticas, mostrando efecto a nivel 

local del aparato digestivo. 

En la presente invención, se describe el uso, hasta ahora no descrito de la cepa de 

Lactobacillus delbrueckii subsp. Bu/garicus, NBIMCC n° 8481, evaluando parámetros a 

25 nivel sistémico. La mayoría de los estudios inmunológicos realizados hasta ahora con 

probióticos sólo han demostrado efectos a nivel local de mucosa intestinal y no a nivel 

de sangre periférica. 

Descripción de la invención 

La presente invención se refiere al uso de la cepa de Lactobacíllus delbrueckíi subsp. 

30 bu/garicus, depositada en el "Nacional Bank for Industrial Microorganisms and Cell 

Cultures" (NBIMCC) bajo el n° 8481 para la preparación de fármacos o complementos 

alimenticios destinados al tratamiento de la inmunosenescencia o deterioro de la 

capacidad defensiva del sistema inmunitario debido al envejecimiento cronológico. 

Como consecuencia de la edad, se pueden observar una serie de cambios en el 

35 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 probiótico 

puede ser un comprimido o cápsula para su administración oral al paciente. 

Preferiblemente, cada cápsula contiene 400mg de la cepa de probiótico. 

El producto farmacéutico o alimenticio también puede presentarse en forma de sobres. 

5 La administración de un fármaco conteniendo esta cepa de probiótico 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 probiótico actúa sobre distintos 

parámetros como son: 

1 O - la frecuencia de la subpoblación de linfocitos T CDB+CD28. Esta población es el 

principal factor que define el perfil de riesgo inmunológico (IRP), asociado a la 

longevidad de los individuos, su disminución representa un efecto claramente 

beneficioso ralentizando la senescencia del sistema inmune 

-la frecuencia de las subpoblaciones de células nalve CD45RA+CCR7+La capacidad 

15 de un individuo de reconocer y responder frente a nuevo antígenos depende en gran 

medida de la frecuencia de estas subpoblaciones. El aumento de las mismas 

implicaría una mayor y mejor capacidad de respuesta frente a patógenos, tumores, .. 

-los linfocitos T CD4+ de reciente migración tímica, que representan un estado muy 

inmaduro, cuyo aumento podría estar reflejando cierto grado de "rejuvenecimiento" del 

20 sistema inmunológico. 

- la proteína sirtuína-1 (SIRT1), que tiene un papel demostrado en evitar la 

senescencia celular y aumentar la longevidad. 

Además de los efectos de la cepa de probiátio:J sobre la inmunidad adaptativa también 

se han encontrado efectos en determinados parámetros de la inmunidad innata, como 

25 son los niveles de células NKs, implicadas fundamentalmente en la defensa anti-viral y 
anti-tumoral. Esta población presente una clara disminución en el proceso de 

envejecimiento, con lo que su aumento resultaría claramente beneficioso. Dentro de la 

respuesta innata, la cepa de probiótico tiene efecto en la producción de p-defensinas, 

moléculas que suponen una primera línea defensiva frente a bacterias y virus. 

30 El efecto de la cepa Lactobacil/us de/brueckii subsp. Bu/garicus, NBIMCC n° 8481 en 

los parámetros antes mencionados ha sido demostrada en un estudio que a 

continuación se describirá y que ilustra los efectos de la misma sobre el sistema 

inmune de los individuos a los que se administra un fármaco que contiene dicha cepa 

(grupo probiótico) frente a los individuos que reciben un fármaco con placebo (grupo 

35 placebo). 

Breve descripción de los dibujos 
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- La figura 1 es una representación gráfica de las distribuciones de poblaciones de 

linfocitos 8, T y células NK en el grupo placebo y en el grupo probiótico, a tiempo cero 

(antes de la ingesta del probiótico, t=O), a los tres meses (t=3) y a Jos seis meses (t=6) 

de la ingesta de probiótico. 

5 - La figura 2 es una representación gráfica de las distribuciones de linfocitos T 

CD8+CD28"u1 y linfocitos T CD8+CD28+CD27 + en el grupo probiótico y placebo a 

tiempo cero, tres y seis meses de la ingesta del probiótico. 

- La figura 3 muestra la distribución de distintas subpoblaciones tanto en linfocitos 

TCD4+ como CD8+ en individuos jóvenes y ancianos. 

1 O - La figura 4 es una representación gráfica de la evolución de la frecuencia de 

poblaciones de linfocitos T CD4 y CD8 del grupo probiótico 

- La figura 5 representa la población de células C045RA+ en jóvenes y ancianos. 
La figura 6 muestra la evolución de poblaciones de linfocitos T 

CD4+CD45RA+/CD31+ en cinco individuos Fep.resentativos del grupo probiótico y del 

15 grupo placebo. 

- La figura 7 muestra la población de (3-defensinas del grupo probiótico y grupo 

placebo a cero, tres y seis meses de la íngesta del probiótíco. 

- La figura 8 muestra niveles de mRNA SIRT1 del grupo probiótico y placebo a 

diferentes tiempos de la ingesta del probiótico. 

20 - La figura 9 muestra dos geles 20-PAGE (electroforesis de poliacrilamida de dos 

dimensiones), antes (9a) y después (9b) de la toma del probiótico. 

Descripción detallada de la invencion 

Para completar la descripción se inauye un estudio que ilustra los efectos de la cepa 

de probiótico sobre el sistema inmune de los individuos a los que se administra un 

25 fármaco que contiene dicha cepa 
Estudio realizado 

En el estudio realizado se han evaluado Jas posibles propiedades beneficiosas sobre 

la respuesta inmune de una cepa seleccionada in vítro de Lactobacil/us delbrueckíi 

subsp. bulgaricus NBIMCC n°8481 como probiótico. 

30 El objetivo del estudio sobre el sistema inmune fue valorar la eficacia de la ingesta de 

cápsulas de Lactobacillus delbroeckii subsp. bulgaricus liofilizado en la potenciación de 

la respuesta inmune en ancianos. El objetivo principal fue estudiar la mejoría que 

produce sobre distintos aspectos de la respuesta inmune la exposición a la cepa de 

Lactobacillus delbrueckJi subsp. bulgaricus en personas mayores de 65 años. 

35 Para este análisis se seleccionó un grupo de individuos mayores de 65 años 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 probiótico resultan más evidentes en los individuos de edad 

avanzada debido a este estado de inmunodeficiencia asociada a la edad. 

Los pasos seguidos en el desarrollo del proyecto fueron los siguientes: 

5 -Captación de voluntarios para el desarrollo del estudio 

-Extracción 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 clínicos por parte de los investigadores 

1 O Materiales y Métodos 

• Caracterización de distintas subpoblaciones celulares por citometria de flujo 

• Cuantificación de citocinas en suero de \es 'l!o\untarios mediante tecnología xMAP de 

Luminex 

• Cuantificación en suero de inmui)Ll91cb.ut~ (Jg A, lg G, lg M) y factores del 

15 complemento por turbidimetría y nefelometría. 

• Estimulación in-vitre (anti-CD3 y LPS) de células mononucleares de células de 

sangre periférica para determinar posibles cambios en la producción de distintas 

citocnaslfactores solubles en el sobrenadante de los mismos. 

• Capacidad oxídativalfagocítica de la población polímorfonuclear 

20 ·Valoración de la función tímica (cuantificación de TRECS por RT-PCR), expresión de 

CD31 por citometría de flujo. 

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

• Cuantificación por ELISA de a y P-defensinas 

• Cuantificación por RT -PCR de la sirtuina-1 

25 • Comparación de los proteinogramas de ~~~un~rios antes y después de la ingesta de 

cápsulas de probiótico mediante técnicas proteómicas. 

• Analíticas de control (hematologia, bjoquimk.a y análisis de orina) 

• Los resultados se analizaron con el programa estadístico SPSS 15.0. En aquellos 

casos en que los datos mostraron una distribución normal (test de Koimogorov-

30 Smimov) se realizaron las comparaciones entre los distintos tiempos utilizando la 

prueba T para datos pareados. En los casos en los que la distribución de los datos no 

fue normal se compararon mediante el test de Wílcoxon. 

Desarrollo del estudio 

En la visita cero se comprobaron los cr'•~et•os de inclusión necesarios para poder 

3 5 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 probiótico (grupo de individuos a los que se administraron cápsulas de 

probiótico) 

Grupo placebo {grupo de individuos a los que se administraron cápsulas de 

placebo, sin probiótico) 

5 Se realizaron todas las pruebas del estudio, recogida de datos y analíticas y se les 

proporcionaron las cápsulas con Lactobaci//us delbrueckii subsp. bulgaricus NBIMCC 

n° 8481 liofilizado o con placebo. Cada dos meses los voluntarios recibieron el lote de 

cápsulas con placebo o Lactobacillus delbrueckii subsp. bu/garicus NBIMCC no 8481 

liofilizado y se les evaluó tras 3 y 6 meses (se les realizó recogida de datos y analítica) 

1 O desde el inicio del tratamiento, comparando los resultados con los de la situación basal 

al inicio del estudio (visita cero). 

En el estudio se incluyeron 52 sujetos con edad superior a 65 años. Los voluntarios se 
dividieron en dos grupos (probiótico, n=28; placebo, n =24), El diseño fue idéntico a un 

ensayo clínico: prospectivo, doble ciego, controlado con placebo. A los individuos en 

15 estudio se les administraron 3 cápsulas al día, tanto de probiótico como de placebo, 

durante seis meses. 

Resultados 

• Características hematológicas de los ancianos en estudio: 

Se analizaron por citornetría de flujo fas subpob(aciones leucocitarias de los individuos 

20 en estudio. No se encontraron diferencias en los porcentajes de células 

polimorfonucleares, monocitos ni linfocitos. 'Tampoco se encontraron diferencias en la 
distribución de las poblaciones de linfocitos 8 y T en ninguno de los dos grupos. En los 

individuos que tomaron el probiótico se ptodujo un aumento significativo en el 

porcentaje de células NK tanto a los tres como a los seis meses (figura 1 ). 

25 • Perfil de riesgo inmunológico (IRP): 

En el estudio inmnunológico OCTO (Pawelec G., Akbar A., Caruso C., Effros R., 

Grubeck-loebenstein B., 'Mkby A., "ls inmunosenescence infections?" Trends inmunol. 

August 2004. Ferguson FG, Wikby A, Maxon P, Olsson J, Johansson B " lmmune 

parameters in a longitudinal study of a very old population of Swedish people: a 

30 comparison of survivors and nonsurv'avots" J Gerorrlol A Bíol Scí Med Sci. 1995" 

realizado en Suecia entre personas de más de ochenta años se identificó un perfil de 

riesgo inmunológico (IRP) que relaciona ciertos parámetros inmunológicos con una 

mortalidad aumentada. la principal variable asociada con una mayor mortalidad fue la 

subpoblación celular de linfocitos T C08+C028"1111 
• Estas células representan un 

3 5 estadio altamente diferenciado dentro del conjunto de linfocitos T CD8+, con una 

capacidad reducida para enfrentarse a nuevas patologías. 
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Los individuos que tomaron el probiótico presentaron una disminución significativa en 

el porcentaje de esta población 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. 

5 Dentro de la población de linfocitos T CD8+, en los individuos del grupo probiótíco, 

también encontramos diferencias significativas en los niveles de la subpoblación 

CD27 +CD28+ 1 que representa un grupo de células poco diferenciadas, capaces de 

reconocer nuevos antígenos (figura 2). 

• Estado de diferenciación en las distintas subpoblaciones de células T en individuos 

1O de edad avanzada: 

Existen diversos marcadores cuya expresión permite distinguir el estado de 

diferenciación de los linfocitos T, fundamentalmente en el caso de las células T CD8+ 1 

más afectadas por el proceso de envejecimiento ya desde edades tempranas. 

Dependiendo de la expresión de CD45RA y del receptor de quimiocinas CCR71 los 

15 linfocitos T se pueden dividir en: naive (NAIVE; CD45RA+CCR7+)~ memoria central 

(CM; CD54RA-CCR7+)1memoria efectora {EM; CD45RA+CCR7-) y memoria efectora 

diferenciada de forma terminal (EMRA; CD45RA+CCR7-). Aquellos individuos que 

presenten un sistema inmunológico "joven" y más funcional presentarán mayor 

frecuencia de la subpoblación CD45RA+CCR7+. La población CD45RA+CCR7-

20 representa aquellas células más envejecidas y con menor capacidad de respuesta y 

será más frecuente en individuos con sistemas inmunológicos más senescentes (figura 

3). 

En los individuos del grupo probiótico se observó un aumento de la población 

CD45RA+CCR7+ (células na·ive) tanto en linfocitos T CD4+ como en linfocitos T 

25 CD8+. El aumento en esta población, esencial para responder y desarrollar respuestas 

inmunológicas frente a nuevos antígenos, es mucho más rápido en los linfocitos T 

CD8+, produciéndose un aumento importante de esta población a los tres meses y 

manteniéndose los niveles hasta los seis meses. Sin embargo en los linfocitos T CD4+ 

este aumento es mucho más gradual y constante. En los voluntarios que tomaron el 

30 placebo no se observó ninguna diferencia dentro de estas poblaciones (figura 4). 

• Proximidad tímica de linfocitos T C04+ tras la ingesta del probiótico. 

En las células CD45RA+ la expresión óe CD31 se relaciona con mayor grado de 

inmadurez, correspondiendo este fenotipo a las células de más reciente migración 

tímíca. Como se puede observar en la figura 5 representativa los individuos jóvenes 

3 5 presentan esta población daramente incrementada respecto a los individuos de mayor 

edad. 
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Al analizar la expresión de CD31 en las células CD45RA+ se observó un aumento 

significativo {p<0,05) de ésta tanto a los tres como a los seis meses en aquellos 

individuos que tomaron el probiótico (figura 6). 

• Cuantificación de a y (3-defensinas: 

5 Las defensinas son proteínas de cisteína ricas en iones, se encuentran en 

vertebrados e invertebrados y funcionan como antibióticos naturales que se hallan en 

la superficie de la piel. Son activas contra bacterias, hongos y virus. La mayoría de las 

defensinas actúan al penetrar en la membrana plasmática microbiana, una vez que 

han penetrado, forman un poro que produce la muerte celular. 

1 O Las defensinas son péptidos altamente conservados en la escala evolutiva formando 

parte de la respuesta inmune innata, tienen un tamaño de 2-5 kilodaltons (típicamente 

de 30-45 aminoácidos) y presentan tres puentes d\sulfuro. En el humano se sintetizan 

principalmente en epitelios y leucocitos. Sus propiedades antimícrobianas son de 

amplio espectro (antibacterianas, antifúngicas, antivirales) variando en efectividad 

15 microbicida según su estructura y carga catiónica neta. De acuerdo con su patrón 

molecular de puentes disulfuro y distribución genómica se clasifican en las familias alfa 

(a), beta {13) 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 vía clásica del 

20 sistema del complemento. Adicionalmente tienen un efecto quimiotáctico para 

linfocitos T, monocitos y células dendríticas maduras, además de inducir la síntesis de 

cítocinas. En este estudio no se ha encontrado ninguna diferencia en la expresión de 

a-defensina 1, ni en las personas que tomaron el placebo ni en las que tomaron el 

probiótico. 

25 Se hipotetiza que las f)-defensinas bloquean eventos tardíos de la replicación de virus 

y otros patógenos. Inducen señales intracelulares al interactuar con receptores de 

quimiocinas y receptores similares a Toll (TU?.s), cuyas vías promueven respuestas 

inmunes adaptativas redutando células dendríticas y T al sitio de invasión. 

En este estudio se ha encontrado un aumento significativo de estos péptidos 
30 antimicrobianos tanto a los tres como a los seis meses de comenzada la ingesta de las 

cápsulas de probiótico. No se encontró 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 

35 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 está disminuida en células senescentes y en el envejecimiento. La reducción 

calórica, claramente relacionada con la longevidad, induce la producción de SIRT1, 

posiblemente aumentando la supervivencia celular. El aumento de su expresión 

5 también está relacionado con el incremento en la bíogénesis 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 están mediados por el aumento de SIRT1. 

Se cuantificaron por RT-PCR los niveles de expresión de mRNA de SIRT1 en células 

1 O mononucleares de sangre periférica en {os individuos en estudio. En los voluntarios 

que tomaron el probiótico se observó un aumento en los niveles de 

SIRT1 a los tres meses. A los seis meses \es n\'lleles de SIRT1 siguen aumentados 

respecto al tiempo cero, pero han disminuido respecto a los 3 meses. 

No se observaron cambios en el grupo pJacebo (ñgura 8). 

15 • Estudios de fagocitosis y oxidación 

Se realizaron varios experimentos para evaluar a capacidad fagocítica y oxidativa de la 

población de polimorfonucleares de los voluntarios. No se encontró ninguna diferencia 

significativa en los parámetros de fagocitosis y oxidación después de la ingesta del 

probiótico. Los valores en el grupo de individuos que tomaron el probiótico y en el 

20 grupo placebo fueron similares. 

• Estudios de proteómica 

La proteómica es el estudio a gran escala de las proteínas, en particular de su 

estructura y función. El proteoma es la dotación completa de 

proteínas, incluyendo las modificaciones hechas en un conjunto particular de 

25 proteínas, producidas por un organismo o sistema. 

Se realizó el estudio proteómico de cuatro muestras de voluntarios antes y después de 

la ingesta del probiótico y no se encontraron diferencias en su proteograma. En la 

siguiente figura 9 se muestran dos geles 20-PAGE (electroforesis de poliacrilamida de 

dos dimensiones), antes y después de la toma del probiótico. 

30 Tras el análisis estadístico de los resultados obtenidos no se observó ninguna 

diferencia significativa en el proteinograma de los individuos en estudio. 

Conclusiones 

Tras el análisis de tos resultados se ha llegado a las siguientes conclusiones sobre los 

efectos que la cepa probiótica ejerce sobre el organismo que la ingiere: 

35 • Disminución de la frecuencia de la subpoblación de linfocitos T CD8+CD28nuJ, lo que 

representa un efecto claramente beneñc.ioso TaJentizando la senescencia del sistema 
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inmune. En contrapartida se observó un \ncremento de la subpoblación menos 

diferenciada CD8+CD27 +CD28+. 

• Aumento tanto en linfocitos T CD4+ como CD8+ de la subpobtación na"ive 

CD45RA+CCR7 tanto a los tres como a los seis meses, lo que implica una mayor y 

5 mejor capacidad de respuesta frente a patógenos, tumores ... 

• Aumento en la proporción de linfocitos T CD4+ de reciente migración tímica, lo que 

refleja, junto con la disminución de poblaciones muy diferenciadas, cierto grado de 

rejuvenecimiento del sistema inmunológico. 

• Incremento en los nieles de mRNA de SIRT1 tras la ingesta del probiótico, lo que 

1 O podría traducirse en un aumento de longev"•óaó y evitaría la senescencia celular. 

• Aumento progresivo en los niveles de células NKs, implicadas fundamentalmente en 

la defensa anti-viral y anti-tumoral. 

• Aumento en la producción de Jl-defensinas, lo que implicaría un aumento defensivo 

frente a bacterias y virus. 

15 A la vista de los resultados, la cepa de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, 

NBIMCC 8481 ha demostrado tener e.fectos a .niveJ sistémico, mejorando la respuesta 

del sistema inmune, el cual sufre un importante deterioro como consecuencia del 

envejecimiento cronológico. 
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Reivindicaciones 

1.- Uso de la cepa de Lactobaci/lus delbrueckii subsp. bu/garicus, depositada en el 

"Nacional Bank for Industrial Microorganisms and Cell Cultures" (NBIMCC) bajo el n° 

8481 para la preparación de un fármaco o complemento alimenticio administrable por 

5 vía oral para el tratamiento de la inmunosenescencia o deterioro de la capacidad 

defensiva del sistema inmunitario como consecuencia del envejecimiento cronológico. 

2.- Uso según la reivindicación 1 en el que el tratamiento de la inmunosenescencia o 

deterioro de la capacidad defensiva del sistema inmunitario como consecuencia del 

envejecimiento cronológico implica una serie de modificaciones tanto en la respuesta 

1 O inmunitaria innata como en la adaptativa consistentes en: 

-disminución de la frecuencia de la subpoblación de linfocitos T CD8+CD28 

-aumento tanto en linfocitos CD4+ como CD8+ de la subpoblación na"ive 

CD45RA+CCR7+ 

- aumento en la proporción de linfocitos T CD4+ de reciente migración tímica 

15 -incremento de los niveles de mRNA de sirtuína-1 (SIRT1) 

-aumento de los niveles de células NK 

-aumento en la producción de ¡3-defensinas 

3.-Uso según la reivindicación 1 caracterizado porque el fármaco es una cápsula que 

contiene dicha cepa Lactobacillus delbruecktí" subsp. bu/garicus liofilizado. 

20 4.- Uso según la reivindicación 3 caracterizado porque cada cápsula contiene 400 mg 

de Lactobacíl/us delbrueckíí subsp. Bulgaricus. 
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OPINIÓN ESCRITA 

 

Nº de solicitud: 201100133 
  
  

1. Documentos considerados.- 
 
A continuación se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideración para la 
realización de esta opinión. 
 
 

Doc. Número Publicación o Identificación 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 MAÑÉ,  J. et al., Nutr. Hosp., (2011 Ene-Feb), 26(1): 228-35. 2011 Ene-Feb  

 
En D1 se analiza alimentos probióticos que contienen Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus y su efecto sobre el 

sistema inmunológico de los ancianos. 
En D2-D4 se divulgan diferentes cepas de Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus utilizadas como agentes 

probióticos para la elaboración de fármacos y de productos alimenticios. 
En D5-D7 se describe el uso de microorganismos probióticos como agentes terapéuticos para el tratamiento de la 

inmunosenescencia. 
 
2. Declaración motivada según los artículos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecución 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 declaración 
 
 
1. NOVEDAD (Art. 4.1. y Art. 6.1. de la Ley de Patentes). 

 
1.1. Reivindicación independiente 1. 
 
1.1.1. El objeto de la reivindicación 1 consiste básicamente en el uso de la cepa Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, 

depositada en NBIMCC con el nº 8481, para la preparación de un fármaco 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. Página 3, líneas 1-30; Reivindicación 2). En D1 se describe 
la cepa Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus OLL1073R-1 como agente probiótico capaz de promover la 
actividad del sistema inmunológico de los ancianos. Este efecto se traduce en un aumento de la capacidad de 
protección inmunológica frente a infecciones de patógenos (cf. D1: Resultados, Figuras 1-5; Discusión). Por 
consiguiente, la cepa de L. Bulgaricus descrita en D1 comparte las características técnicas de la cepa de la 
invención en cuanto a su uso para el tratamiento de la inmunosenescencia y agente activador del sistema 
inmunológico de los ancianos. Por consiguiente, se considera que el objeto de protección de la reivindicación 
independiente 1 y el de la dependiente 2  no es nuevo sobre la base del documento D1. 

 
1.2. La presente invención no satisface el criterio establecido en el Art. 4.1. de la Ley de Patentes porque el objeto de la 

invención, definido en las reivindicaciones 1 y 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. Reivindicación independiente 1. 
  
 2.1.1. Se considera que los documentos D1- D4 constituyen el estado de la técnica más próximo. En estos documentos se 

describe el uso de diferentes cepas de Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus como agentes probióticos para la 
elaboración de productos farmacéuticos y/o alimenticios (cf. D1: Resultados; Discusión. D2-D4: Reivindicaciones). 

 
2.1.2. El problema técnico a resolver por el objeto de la reivindicación independiente 1 puede ser considerado, por 

consiguiente, como la provisión de una cepa de Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus para su uso en la 
elaboración de de un fármaco o complemento alimenticio para el tratamiento de la inmunosenescencia. 

 
 2.1.3. La solución es la cepa Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, depositada en NBIMCC con el nº 8481.  

 En el estado de la técnica el microorganismo Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus está caracterizado 
ampliamente por sus propiedades probióticas y su uso en la preparación 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 más próximo, se divulgan diferentes cepas de Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus con las 
características técnicas y usos de la cepa de la invención.  
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Por consiguiente, se considera que la solución propuesta por el objeto de la reivindicación 1 al problema 

técnico planteado es una alternativa no inventiva a la solución existente en el estado de la técnica que no requeriría 
de la aplicación de conocimientos técnicos inventivos por parte del experto en la materia. Además,  dichas 
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 reivindicación independiente 1 y el 
de las reivindicaciones dependientes 2-4 no es inventivo. 

 
2.2. La presente invención no satisface el criterio establecido en el Art. 4.1. de la Ley de Patentes porque el objeto de la 

invención, 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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