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DESCRIPCION
Preparados dermatolégicos para mantener y/o restaurar la microbiota saludable de la piel
Campo de la invencién

La presente invencién se refiere a la aplicacién tdpica directa de bacterias beneficiosas o probiéticas en la piel para el
mantenimiento de una microbiota de la piel sana y para ayudar a restaurar una microbiota de la piel desequilibrada.
Esta restauracién de una microbiota sana se incluye en el término probioterapia, que se define como el uso de
microorganismos beneficiosos o probibticos para restaurar una microbiota sana en un sitio donde se produce una
disbiosis microbiana. La aplicacion se basa en el uso de cepas de Lactobacillus seleccionadas como agentes
antipatégenos, en particular L. plantarum, L. pentosus y/o L. rhamnosus, contra patégenos de la piel comunes, por lo
que los &cidos producidos, como el acido lactico, son factores antimicrobianos importantes.

Antecedentes de la invencién

Por lo tanto, un objeto de la presente invencion era proporcionar una solucién para sujetos que padecian afecciones
de la piel debidas a un equilibrio microbiano aberrante en la piel. Con ello, se descubrié que el uso tépico de las
especies de L. plantarum, L. pentosus yfo L. rhamnosus en la piel es muy eficaz para restaurar y/o mantener una
microbiota de la piel sana y, por lo tanto, es muy adecuado para aliviar las afecciones de la piel en sujetos que lo
necesitan.

Las formulaciones orales que comprenden cepas de Lactobacillus se han usado anteriormente en el tratamiento de
afecciones de la piel como la dermatitis atopica. Sin embargo, la administracidén oral frente a la administracién tdpica
directa son vias de administracién diferentes y cada una tiene un mecanismo subyacente completamente diferente.
En la administracién oral, se pretende, en particular, lograr un efecto beneficioso sobre la salud general mediante la
inmunoestimulacién, mientras que mediante la administracién dermatolégica directa (cuténea) se produce una
competencia con los microorganismos “no deseados”™.

Aligual que el tracto gastrointestinal, nuestra piel alberga un ecosistema microbiano Unico. El tipo de microorganismos
que se encuentran en la piel depende de una combinacién de factores del huésped, factores ambientales, pero también
de la ubicacién topogréfica. El papel de esta microbiota en los trastornos de la piel ain no estd completamente
desentrafiado. Sin embargo, parece que, al menos, algunos trastornos de la piel estan relacionados con una alteracién
de la microbiota, ya que los tratamientos antimicrobianos pueden mejorar los sintomas clinicos (Grice y Segre 2011).
Por ejemplo, en el acné vulgar se ha encontrado una correlacién con la presencia de Propionibacterium aches (Beylot
et al. 2014). Aunque el acné vulgar es una afeccién multifactorial y, entre otros factores, esté influenciado por factores
hormonales, estas bacterias P. acnes parecen inducir inflamacién, lo que resulta en la inflamacién de las espinillas,
también llamadas papulas o pustulas. Como P. aches también se encuentra en una piel sana y no causa acné, esto
sugiere que intervienen otros factores, lo que inclina el equilibrio de la composicidén de la microbiota de la piel hacia un
crecimiento excesivo de esta bacteria.

Otro ejemplo de trastorno cuténeo en el que la microbiota parece ser importante es la caspa (Wang et al. 2015; Sugita
et al. 2015; Grice y Segre 2011). En las personas con caspa, el hongo Malassezia suele estar sobrerrepresentado.
Los indicios de que este hongo es una posible causa de la afeccién provienen del hecho de que el tratamiento
antimicético mejora los sintomas. Por el contrario, las terapias antibacterianas no mejoran la caspa. Una vez mas, se
espera que otros factores estén involucrados en este trastorno de la piel, pero la correlacién con Malassezia es digha
de consideracion.

De manera similar a la caspa, las infecciones flngicas de la piel con Candida albicans o dermatofitos,
como Trichophyton spp., parecen ser trastornos de la piel relacionados con una disbiosis en la microbiota de la piel,
ya que estas especies también estan presentes en sujetos sanos. En el caso de la tifia pedis o “pie de atleta”, a
menudo se observa un crecimiento excesivo de Trichophyton rubrum o T. mentagrophytes.

La produccién de acido lactico en combinacién con posiblemente otros compuestos antimicrobianos como las
bacteriocinas parece brindar proteccién contra las infecciones y afecciones disbiéticas antes mencionadas, y el acido
lactico parece ser activo contra los patégenos bacterianos, fungicos e incluso virales. Es por esta razén que los
lactobacilos se consideran importantes en la homeostasis del ecosistema dermatolégico dinamico. Los posibles
mecanismos de promocién de la salud de los lactobacilos son: i) preservar un pH saludable de la piel (+/- 5,5),
principalmente mediante la produccién de acido lactico; i) produccién de compuestos antimicrobianos y exclusién
competitiva de patégenos; iii) modulacién de la respuesta inmune y iv) fortalecimiento de la barrera epitelial.

Por lo tanto, un objeto de la presente invencion era proporcionar una solucién para sujetos que padecian afecciones
dermatoldgicas debidas a un equilibrio microbiano aberrante de la piel. Por lo tanto, se descubrié que el uso
dermatoldgico tépico de las especies L. plantarum, L. pentosus ylo L. rhamnosus es muy eficaz para restaurar y/o
mantener una microbiota sana en la piel y, por lo tanto, es muy adecuado para aliviar las afecciones dermatolégicas
en sujetos que lo necesitan.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 985 966 T3

Las formulaciones orales que comprenden cepas de Lactobacillus se han usado anteriormente en el tratamiento de
trastornos dermatolégicos. Sin embargo, la administracién oral frente a la administracion tépica directa son vias de
administracion diferentes y cada una tiene un mecanismo subyacente completamente diferente. En la administracion
oral, se pretende, en particular, lograr un efecto beneficioso sobre la salud general mediante la inmunoestimulacién,
mientras que mediante la administracidén directa en la piel, se produce una competencia con microorganismos «no
deseados». El documento WO0113956 describe composiciones para administracién tépica. A continuacién, las
referencias a los métodos de tratamiento en los parrafos siguientes de esta descripcién deben interpretarse como
referencias a los compuestos, composiciones farmacéuticas y medicamentos de la presente invencién para su uso en
un método para el tratamiento del cuerpo humano (o animal) mediante terapia.

Resumen de la invencién

El alcance de la invencién esté definido por las reivindicaciones adjuntas. En un primer aspecto, la presente invencion
proporciona una composicién dermatoldgica tépica que comprende especies vivas de Lactobacillus L. plantarum, L.
pentosus y L. rhamnosus; donde dicha L. plantarum es una cepa de L. plantarum que tiene al menos 97 % de similitud
de secuencia con la id. de sec. 4 en su gen de ARNr 16S, dicha L. pentosus es una cepa de L. pentosus que tiene al
menos 97 % de similitud de secuencia con la id. de sec. 1 en su gen ARNr 168, y dicha L. rhamnosus es una cepa
de L. rhamnosus que tiene al menos 97 % de similitud de secuencia con la id. de sec. 5 en su gen ARNr 16S.

En un aspecto adicional, la presente invencidén proporciona dicha composicién que es adecuada para su uso en la
restauracién y/o el mantenimiento de una microbiota de la piel sana, por via tépica.

En el presente documento se describe el uso no terapéutico de dicha composicién dermatolégica tdpica para restaurar
y/o mantener una microbiota de la piel sana.

También se describe en el presente documento dicho uso no terapéutico de dicha composicién dermatolégica tépica
o dicha composicién dermatoldgica tépica, donde dicha composicion es una composicidn para la piel tépica en forma
de gel, crema, évulo, formas de supositorios, espuma, locién o unguento.

Se describe ademés en el presente documento dicho uso no terapéutico de dicha composicién dermatolégica tépica,
donde dichas especies de Lactobacillus son L. plantarum YUN-V2.0 depositada con el nimero de registro LMG P-
29456 (depositada en BCCM el 09 de marzo de 20186), L. pentosus YUN-V1.0 depositada con el nimero de registro
LMG P-29455 (depositada en BCCM el 09 de marzo de 2016); y L. rhamnosus YUN-S1.0 depositada con el nUmero
de registro LMG P-29611 (depositada en BCCM el 12 de mayo de 2016).

Breve descripcion de los dibujos

Con referencia especifica ahora a las figuras, se enfatiza que los detalles mostrados son a modo de ejemplo y con
fines de discusién ilustrativa de las diferentes realizaciones de la presente invencién solamente. Se presentan con el
fin de proporcionar lo que se considera la descripcion mas util y sencilla de los principios y aspectos conceptuales de
la invencién. A este respecto no se hace ningun intento para mostrar detalles estructurales de la invencién con mas
detalle de lo necesario para una comprension fundamental de la invencién. La descripcién tomada con los dibujos
hace evidente para los expertos en la técnica cdmo las varias formas de la invencién pueden incorporarse en la
practica.

Fig. 1: Caracteristicas de los lactobacilos en relacién con el crecimiento, la produccién de acido D- y L-lactico (LA) y
la disminucién del pH del medio.

Fig. 2: Experimento de trascurso temporal para el analisis del efecto antipatégeno del sobrenadante de cultivo gastado
de lactobacilos contra Propionibacterium acnes. El crecimiento de las bacterias (densidad 6ptica a 600 nm; eje Y) se
mide en el tiempo (eje X). Cada grafico muestra réplicas del crecimiento de P. aches. Se puede observar claramente
que sin ninguna adicién de antibiético o SCS, P. acnhes comienza a crecer rapidamente (NC1). De modo similar a
cuando se afiade eritromicina a 50 pyg/ml, el SCS de todos los lactobacilos previene el crecimiento de P. acnhes,
mientras que el SCS de estreptococos o estafilococos no inhibe el crecimiento. *Eritromicina (50 ug/ml); *Eritromicina
(5 ug/ml); SMinociclina (20 pg/ml) NC1=control de medio; NC2=MRS a pH 4,3; Nimeros 1 a 22 = cepas de lactobacilos
(para mas detalles, véase la tabla 1); St=Streptococcus thermophilus; Ss=Streptococcus
salivarius; Se=Staphylococcus epidermidis; T0,5=0,5 % Tween 80; T1=1 % Tween 80.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion se basa en el descubrimiento de cepas especificas de Lactobacillus que pueden competir con
el crecimiento de Propionibacterium acnes, Candida albicans, Malassezia spp., Trichophyton spp.y bacterias u
hongos que estan relacionados con afecciones de la piel como el acné vulgar, la caspa, la tifia pedis u otras infecciones
fungicas de la piel. Estas cepas seleccionadas se denominan generalmente en el presente documento cepas “YUN”
y son capaces de competir con patégenos de la piel y, por lo tanto, restaurar una microbiota de la piel sana. Esta
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restauracién de una microbiota sana se incluye en el término probioterapia, que se define como el uso de
microorganismos beneficiosos o probibticos para restaurar una microbiota sana en un sitio donde se produce una
disbiosis microbiana.

Por lo tanto, en un primer aspecto, la presente invencién proporciona una composicién dermatolégica tdpica que
comprende especies vivas de Lactobacillus L. plantarum, L. pentosusy L. rhamnosus; donde dicha L. plantarum es
una cepa de L. plantarum que tiene al menos 97 % de similitud de secuencia con la id. de sec. 4 en su gen ARNr 16S,
dicha L. pentosus es una cepa de L. pentosus que tiene al menos 97 % de similitud de secuencia con la id. de sec. 1
en su gen ARNr 16S, y dicha L. rhamnosus es una cepa de L. rhamnosus que tiene al menos 97 % de similitud de
secuencia con la id. de sec. 5 en su gen ARNr 16S.

También se describe en el presente documento que dicha composicibn comprende ademas especies
de Lactobacillus tales como, por ejemplo, seleccionadas de la lista no limitante que comprende L. pentosus, L. gasseri,
L. crispatus, L. acidophilus, L. jensenii, L. fermentum, L. rhamnosus.

En el contexto de la presente invencion, el término “tépico” debe interpretarse como la administracién local en una
ubicacién especifica del cuerpo, en particular la aplicacién a un lugar particular del cuerpo. En particular, incluye la
aplicacion mediante formulaciones no sélidas tales como cremas, espumas, geles, lociones o ungientos. El término
“t6pico” no debe entenderse como inclusivo de la administracién en forma de preparaciones sélidas tales como
capsulas, comprimidos, ...

Por lo tanto, el término “piel tépica™ pretende incluir la administracién local usando formulaciones no sélidas
directamente sobre la piel del cuerpo. Preferiblemente, las composiciones segln la presente invencién se aplican
sobre una gran area de la piel para obtener su méxima eficacia.

En el contexto de la presente invencidn, el término “especie de Lactobacillus viva” debe entenderse como una especie
de Lactobacillus viable, y no como fragmentos, sobrenadantes de cultivo o formas muertas de estos.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona dicha composiciéon dermatolégica topica para su uso en la
restauracién y/o el mantenimiento de una microbiota de la piel sana, por via tépica.

También se describe en el presente documento dicha composicion dermatolégica tépica para su uso en la
probioterapia de la piel, por via tépica. Como ya se ha definido anteriormente en el presente documento, dicha
probioterapia pretende ser la restauracion y/o el mantenimiento de una microbiota de la piel sana en un sujeto que lo
necesite.

Los sujetos que pueden beneficiarse de dicha probioterapia son, por ejemplo, gente/personas con afecciones de la
piel relacionadas con una microbiota de la piel alterada, posiblemente debido a infecciones bacterianas o por hongos
y/o toda disbiosis causada por el crecimiento excesivo de microorganismos patégenos especificos, como el acné
vulgar, la tifia del pie, la caspa, las rosaceas, el impétigo, ...

Por lo tanto, en el presente documento se describe el uso no terapéutico de dicha composiciéon dermatolégica tépica
para restaurar y/o mantener una microbiota de la piel sana.

Ademas, en el presente documento se describe dicho uso no terapéutico de dicha composiciéon dermatolégica tépica
en el que dicha composicién es una composicién para la piel tépica en forma de gel, crema, évulo, formas de
supositorios, espuma, locién o unguento.

En un aspecto adicional, la invencidn proporciona la composicién dermatolégica tépica, en la que dicha composicién
es una composicion para la piel tépica en forma de gel, crema, 6vulo, formas de supositorios, espuma, locién o
unguento.

En el presente documento se describe ademas un método para restaurar y/o mantener una microbiota de la piel sana;
que comprende al menos una etapa de administrar por via tépica, a un individuo, una cantidad eficaz de una o mas
especies vivas de Lactobacillus; donde al menos una de dichas especies de Lactobacillus es L. plantarum; méas en
particular una cepa de L. plantarum que tiene al menos un 97 % de similitud de secuencia con la id. de sec. 4 en su
gen ARNr 16S.

Ademas, en el presente documento se describe una composicién que comprende una 0 mas especies vivas
de Lactobacillus para su uso en la restauracién y/o el mantenimiento de una microbiota de la piel sana, por via tépica,
donde dichas especies de Lactobacillus se seleccionan de la lista que comprende L. plantarum, L. pentosusy L.
rhamnosus; mas en particular una cepa de L. plantarum que tiene al menos un 97 % de similitud de secuencia con la
id. de sec. 4 en su gen ARNr 16S; una cepa de L. pentosus que tiene al menos 97 % de similitud de secuencia con la
id. de sec. 1 en su gen ARNr 16S y una cepa de L. rhamnosus que tiene al menos 97 % de similitud de secuencia con
la id. de sec. 5 en su gen ARNr 16S.
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Ademas, en el presente documento se describe dicho uso no terapéutico de dicha composicién dermatolégica tépica,
donde dichas especies de Lactobacillus son L. pentosus YUN-V1.0 depositada con el nimero de registro LMG P-
29455 (depositada en la BCCM el 09 de marzo de 2016); L. plantarum YUN-V2.0 depositada con el nimero de registro
LMG P-29456 (depositada en la BCCM el 09 de marzo de 2016); y L. rhamnosus YUN-S1.0 depositada con el nUmero
de registro LMG P-29611 (depositada en la BCCM el 12 de mayo de 2016).

La presente invencidon proporciona ademas la composicién dermatoldgica tépica, donde dichas especies
de Lactobacillus son L. pentosus YUN-V1.0 depositada con el nimero de registro LMG P-29455 (depositadas en la
BCCM el 09 de marzo de 2016); L. plantarum YUN-V2.0 depositada con el nimero de registro LMG P-29456
(depositada en la BCCM el 09 de marzo de 2016); y L. rhamnosus YUN-S1.0 depositada con el niUmero de registro
LMG P-29611 (depositada en la BCCM el 12 de mayo de 20186).

Los depdsitos microbiolégicos mencionados en este documento se han realizado con la coleccién de bacterias
BCCM/LMG (“colecciones belgas coordinadas de microorganismos™) con direccién de correspondencia: Laboratorium
voor Microbiologie, Universiteit Gent, K.L. Ledeganckstraat 35 - 9000 Gante, Bélgica

Lactobacillus pentosus YUN-V1.0 es un aislado de una sola colonia obtenido en el laboratorio de los investigadores
después de subcultivar una cepa, que originalmente era un aislado vaginal de una mujer sana. La secuencia del gen
ARNr 168 (id. de sec. 1) para la cepa L. pentosus YUN-V1.0 se determiné mediante PCR utilizando los cebadores 8F
(5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' - id. de sec. 2) y 1525R (5'-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3' - id. de sec. 3).

YUN-V2.0 y YUN-V3.0 son aislados de una sola colonia obtenidos en el laboratorio de los investigadores después del
subcultivo de cepas de Lactobacillus plantarum que se aislaron originalmente de saliva humana y un producto de
ensilaje de maiz, respectivamente. La secuencia del gen ARNr 168S (id. de sec. 4) para la cepa L. plantarum YUN-V2.0
se determiné mediante PCR utilizando los cebadores 8F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' - id. de sec. 2) y 1525R
(5'-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3' - id. de sec. 3).

YUN-S1.0 es un aislado de una sola colonia obtenido en el laboratorio de los investigadores después del subcultivo
de una cepa de Lactobacillus rhamnosus que se aislé originalmente de una persona sana. La secuencia del gen del
ARNr 168 (id. de sec. 5) para la cepa YUN-S1.0 de L. rhamnosus se determiné mediante PCR usando los cebadores
8F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCAG-3' - id. de sec. 2) y 1525R (5'-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3' - id. de sec. 3).

Estas cepas “YUN” en concreto se pueden usar como tales, o se formulan preferiblemente en una composicién que
comprende tales cepas. Dichas composiciones son composiciones tépicas para la piel, mas en particular en forma de
formulaciones no sélidas tales como cremas, espumas, geles, lociones o unglentos.

En particular, también se describen en el presente documento las cepas “YUN” definidas anteriormente para su uso
en la probioterapia de la piel, es decir, para restaurar y/o mantener una microbiota de la piel sana.

Ademas, en el presente documento se describe un uso tépico de una 0 méas especies vivas de Lactobacillus en la
probioterapia de la piel; donde dichas especies de Lactobacillus se seleccionan de la lista que comprende L.
plantarum, L. pentosus y L. rhamnosus; mas en particular, dicha probioterapia consiste en restaurar y/o mantener una
microbiota de la piel sana en un sujeto que lo necesite.

En una realizacién especifica, la especie de Lactobacillus en los usos tdpicos, métodos y composiciones como se
describe en el presente documento, es una cepa de Lactobacillus seleccionada de la lista que comprende L.
plantarum YUN-V2.0 depositada con el niUmero de registro LMG P-29456 (depositada en la BCCM el 09 de marzo de
2016); L. pentosus YUN-V1.0 depositada con el nimero de registro LMG P-29455 (depositada en la BCCM el 9 de
marzo de 2016); y L. rhamnosus YUN-S1.0 depositada con el nimero de registro LMG P-29611 (depositada en la
BCCM el 12 de mayo de 20186).

Ejemplos

Materiales y métodos

Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento

Las cepas de Lactobacillus (Tabla 1) se cultivaron a 37 °C en medio de De Man, Rogosa y Sharpe (MRS) (Carl Roth).
Todas las bacterias se cultivaron en condiciones sin agitacion y se inocularon a partir de reservas de glicerol (-80 °C).

Los medios sélidos contenian agar al 1,5 % (p/v).

Tabla 1: Cepas bacterianas utilizadas en esta investigacion
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Especie |N.° Cepa Genotipo o descripcidn relevante Referencia y/o fuente
LACTOBACILOS
Lactobacillus |1 ATCC334 Aislado de una sola colonia obtenido en el ATCC
casei laboratorio de los investigadores a partir de un
cultivo madre de ATCC334
Lactobacillus |2 DN-114001 Aislado de una sola colonia obtenido en el Producto probiético
casei laboratorio de los investigadores a partir de una |comercial
bebida fermentada disponible comercialmente
(Actimel®) que contiene L. casei DN-114001,
confirmado por secuenciacién
Lactobacillus |3 Shirota Aislado de una sola colonia obtenido en el Producto probiético
casei laboratorio de los investigadores a partir de una |comercial
bebida fermentada disponible comercialmente
que contiene L. casei Shirota (Yakult®),
confirmado por secuenciacién
Lactobacillus |4 YUN-V1.0 Aislado de una sola colonia
pentosus
Lactobacillus |5 LMG1284 Aislado de una sola colonia de L. plantarum ATCC
plantarum ATCC8014 o LMG1284
Lactobacillus |6 RC-14 Aislado de una sola colonia obtenido en el Producto probiético
reuteri laboratorio de los investigadores a partir de un  |comercial
suplemento probiético disponible
comercialmente que contiene L. reuteri RC-14,
confirmado mediante secuenciacion
Lactobacillus |7 YUN-81.0 Aislado clinico
rhamnosus
Lactobacillus |12 |GR-1 Aislado de una sola colonia obtenido en el (Chan et al. 1984; 1985;
rhamnosus laboratorio de los investigadores a partir de un  |Reid 1999; Reid y Bruce
suplemento probiético disponible 2001), ATCC
comercialmente que contiene L. rhamnosus GR-
1
Lactobacillus |14 |AM B-2 aislado de una sola colonia Producto probidtico
helveticus comercial
Lactobacillus |15 |YUN-V2.0 Aislado de una sola colonia
plantarum
Lactobacillus |16 |5057 Aislado de una sola colonia
plantarum
Lactobacillus |17 |LMG12586 Aislado de una sola colonia obtenido en el BCCM/LMG
paracasei laboratorio de los investigadores a partir de un
cultivo madre de LMG12586
Lactobacillus |22 |/ Aislado de una sola colonia
plantarum
Lactobacillus |25 |LMG8041 Aislado de una sola colonia BCCM/LMG
pentosus
PATOGENOS
Trichophyton |2 / Aislado clinico BCCM/LMG
rubrum
Malassezia / Aislado clinico BCCM/LMG
furtur
Candida / / Aislado clinico
albicans

Preparacidn del sobrenadante de cultivo gastado (SCS) de cepas seleccionadas

Para obtener el sobrenadante de cultivo gastado (SCS) que contiene los productos antimicrobianos activos secretados,
se inoculé medio de crecimiento especifico para cada especie a partir de un precultivo y se incubd durante 24 h. El
SCS se obtuvo por centrifugacién durante 30 minutos a 6797 g (8000 rpm)a 4 °C. Posteriormente, el SCS se esterilizd
por filtracién (acetato de celulosa de 0,20 pm, VWR).
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Ensayos de actividad antimicrobiana para cocultivos de lactobacilos vivos contra Malassezia furfur, Trichophyton
rubrum, Propionibacterium acnes y Candida albican.

La actividad antimicrobiana de las bacterias seleccionadas se exploré mediante pruebas antimicrobianas estandar con
algunas modificaciones menores. La actividad antimicrobiana de las bacterias seleccionadas se exploré mediante un
ensayo de puntos (Schillinger y Lucke 1989). En resumen, se colocaron puntos de 1-3 pL de cada cultivo en una placa
de agar. Estas placas se incubaron durante 24 h hasta 72 h dependiendo de la cepa. A continuacién, se diluyé un
cultivo nocturno del patégeno en 7 mL de agar blando del medio del patdgeno y se vertié sobre las placas con los
puntos de las cepas seleccionadas. Las placas se incubaron durante la noche a 30-37 °C, después de lo cual se
midieron las zonas de inhibicién. Se afiadié un punto de miconazol (para los hongos) y/o hexetidina al 0,1 % y/o
tetraciclina (para Propionibacterium acnes) a la placa de puntos como control positivo antes de verter el agar blando.

Prueba de difusién radial del SCS de lactobacilos

Ademas, se investigé la actividad antimicrobiana del sobrenadante de cultivo gastado (SCS) con un protocolo como
el descrito anteriormente para los ensayos de competencia entre lactobacilos y patdgenos gastrointestinales
(Coconnier etal. 1997). Se usaron miconazol (para hongos) y tetraciclina (para Propionibacterium acnes) como control
positivo. Se us6 un medio de crecimiento estéril como control negativo.

Analisis de trascurso temporal de la actividad antimicrobiana de SCS de las cepas seleccionadas contra Candida,
Propionibacterium acnes, Malassezia furfur y Trichophyton spp (también denominados “patégenos™).

El analisis de trascurso temporal se realizé de manera similar a como se describié anteriormente (De Keersmaecker
et al. 2006) con modificaciones menores. En resumen, se afiadié un cultivo nocturno del patégeno a los pocillos de
una microplaca llena con un 50-80 % del medio apropiado complementado con un 50-5 % de SCS de lactobacilos. El
MRS a pH 4,3 y los antibiéticos o antimicéticos a la concentracién adecuada se utilizaron como control negativo y
positivo, respectivamente. Se cultivaron bacterias u hongos y se midié la densidad éptica (DO) a 590 nm cada 30
minutos durante 3 dias usando un lector multimodo Synergy HTX (Biotek). Cada prueba se midié al menos por
triplicado y se calculd la DO promedio. La actividad antimicrobiana se expresé como la densidad 6ptica relativa
alcanzada después de 24 h (fase estacionaria) en comparacidn con los controles negativos.

Susceptibilidad a los antibiéticos

La sensibilidad a los antibiticos se evalué mediante la prueba de difusién en disco de Kirby-Bauer. En resumen, se
aplicaron puntos de los antibiéticos en discos de papel y la zona de inhibicién bacteriana se midié en placas de agar.
Los antibiéticos probados fueron eritromicina, normocina, tetraciclina, ampicilina y clindamicina en concentraciones
relevantes.

Ensayo clinico de prueba de concepto en humanos en pacientes con acné vulgar

Se realizé un ensayo clinico de prueba de concepto en 20 pacientes con acné vulgar. Los pacientes eran hombres de
entre 1-25 afios con acné inflamatorio leve. El objetivo de este ensayo de prueba de concepto fue evaluar el impacto
de una crema probibtica tépica (que contiene +-10-8 unidades formadoras de colonias (UFC) de L. pentosus YUN-
V1.0, +-10-8 UFC de L. plantarum YUN-V2.0 y +-10-8 UFC de L. rhamnosus YUN-S1.0 por aplicacién de 1 g de la
crema topica ACN) en la microbiota de la piel y en la gravedad del acné. Se pidié a los pacientes que se aplicaran la
crema dos veces al dia durante 56 dias (8 semanas). Los pacientes fueron atendidos por un dermatélogo al inicio
(antes de la terapia), semana 4, semana 8 y semana 10. Se tomé una muestra de piel en cada visita. EI ADN bacteriano
se aislé de estas muestras mediante el kit comercial MoBio Powersoil (cfr. Human Microbiome Project). EI ADN aislado
se analizé mediante secuenciacién de amplicones de ARNr 16S con MiSeq lllumina y se realizd un anélisis
bioinformético. Ademas, se realizdé una puntuacién clinica y se tomé una fotografia en cada visita.

Ensayo clinico de prueba de concepto en humanos en pacientes con tifia pedis (pie de atleta)

Se realiz6 un ensayo clinico de prueba de concepto en 20 pacientes con tifia del pie. Los pacientes eran de entre 18-
65 afios y tenian tifia del pie. El objetivo de este ensayo de prueba de concepto fue evaluar el impacto de una crema
probidtica tépica (que contiene +-10-8 unidades formadoras de colonias (UFC) de L. pentosus YUN-V1.0, +-10-8 UFC
de L. plantarum YUN-V2.0 y +-10-8 UFC de L. rhamnosus YUN-S1.0 por aplicaciéon de 1 g de la crema tdpica FNG)
en la microbiota de la piel y en la infeccidén por Trichophyton. Se pidi6 a los pacientes que se aplicaran la crema dos
veces al dia durante 56 dias (8 semanas). Los pacientes fueron atendidos por un dermatélogo al inicio (antes de la
terapia), semana 4, semana 8 y semana 10. Se tomd una muestra de piel en cada visita. El ADN bacteriano se aislé
de estas muestras mediante el kit comercial MoBio Powersoil (cfr. Human Microbiome Project). EI ADN aislado se
analizé mediante secuenciacién de amplicones de ARNr 16S con MiSeq lllumina y se realizd un analisis bioinformatico.
Para analizar la presencia de los hongos, también se colocaron muestras en un medio especifico para Trichophyton
(medio sugerido por BCCM). Se realizé PCR de colonias utilizando los cebadores universales ITS (‘regidn transcrita
interna’) ITS1 (id. de sec.B) (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) e ITS4 (id. de sec. 7) (5-
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TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') seguido de secuenciaciéon para identificar los hongos. Ademas, se realizé una
puntuacién clinica y se tomé una fotografia en cada visita.

Resultados
Caracteristicas de crecimiento y produccién de lactato

Las posibles cepas beneficiosas o probidticas se caracterizaron en términos de caracteristicas de crecimiento,
produccién de lactato y capacidad de reducir el pH del medio. Se espera que estas caracteristicas sean importantes
para la actividad antipatégena. Estos datos muestran que Lactobacillus pentosus YUN-V1.0y L. plantarum YUN-V2.0
y L. rhamnosus YUN-S1.0 producen la mayor cantidad de acido lactico (Fig 1).

Actividad antipatégena contra Propionibacterium acnes

Los experimentos de trascurso temporal se realizaron analizando la actividad antimicrobiana del sobrenadante de
cultivo gastado (SCS) de las cepas seleccionadas contra Propionibacterium acnes. EI SCS de todas las cepas
analizadas inhibié el crecimiento de Propionibacterium acnes, mientras que el SCS de otras especies bacterianas
como Streptococcus thermophilus y S. salivarius, ambas también bacterias del acido lactico, y Staphyloccus
epidermidis no inhibieron el crecimiento de P. acnes. Esto sugiere que las especies y quizas las propiedades
especificas de cepa de los lactobacilos seleccionados son importantes para la actividad antipatégena
contra P. acnes (Fig. 2).

Actividad antipatégena contra Malassezia, Trichophyton y Candida
En una fase siguiente, se examinaron las bacterias beneficiosas o probiéticas para determinar su efecto antipatégeno
contra patdégenos cutdneos especificos. Los resultados de los ensayos de puntos contra Malassezia furfur,

Trichophyton rubrum y Candida albicans se muestran en la tabla 1, 2 y 3, respectivamente.

Tabla 1: Ensayo puntual de lactobacilos seleccionados contra Malassezia furfur.

Malassezia furfur

Exp

*se muestran tres repeticiones independientes

Tabla 2: Ensayo puntual de lactobacilos seleccionados contra Trichophyton rubrum.
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Trichophyton rubrum
Cepa Exp 1 Exp 2 Exp 3

*se muestran tres repeticiones independientes

Tabla 3: Ensayo de difusion radial de lactobacilos seleccionados contra Candida albicans.

Candida albicans
Cepa Exp 1 Exp 2 Exp 3

*se muestran tres repeticiones independientes

El sobrenadante de cultivo gastado de L. pentosus YUN-V1.0y L. plantarum YUN-V2.0 también se probé en ensayos
de difusién radial y demostré ser eficiente para inhibir el crecimiento de Malassezia, Trichophytony Candida. L.
rhamnosus YUN-S1.0 no fue tan eficiente en la inhibiciéon del crecimiento de Malassizia, pero fue capaz de inhibir el
crecimiento de Trichophyton y Candida.

Susceptibilidad a los antibiéticos

Las bacterias seleccionadas también se probaron para determinar su susceptibilidad a los antibiéticos a fin de prevenir
la propagacién de genes de resistencia a los antibiéticos. Todos los lactobacilos eran susceptibles a la eritromicina,
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normocina, tetraciclina, ampicilina y clindamicina, excepto L. plantarum 5057, que era susceptible a la tetraciclina. Por
esta razén, se encontré que la cepa L. plantarum 5057 no era adecuada para su uso como cepa para probioterapia.
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Listado de secuencias
<110> YUN NV

<120> PREPARACIONES DERMATOLOGICAS PARA MANTENER Y/O RESTAURAR LA MICROBIOTA SANA DE
LA PIEL

<130> YUN-002

<150> BE2016/5454

<151> 21-06-2016

<170> BiSSAP 1.3.6

<210> 1

<211> 1406

<212> ARN

<213> Lactobacillus pentosus
<223> secuencia ARNr 16S

<400>1
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cttaggcgge
gtgtgacggy
attactagcg
gcttteageg
cgtgtgtage
tttgtcaccg
tgcgctegatt
cecctgtetce
gacctggtaa
gccceegtee
atgcgttage
ggtatggect
agttacagac
ccgctaceace
cttecttegogt
acgcccasta
gttagcegtyg
tcttcetttee
catcagactt
cgtgtctceg
gtgagcecgtt
aagccetctt
tccaggtatt

tceactcaaa
<210> 2
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<223> Cebador 8F
<400> 2
agagtttgat cctggctcag 20
<210> 3
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<223> Cebador 1525R
<400> 3
aaggaggtga tccagecgea 20
<210> 4
<211> 1425

<212> ARN

tggttcctas
cggtgtgtac
attccgactt
attegecttac
cceggtcata
gcegtctcac
gcgggactta
cetgtccccg
ggttcttcge
attecctttga
tgcagcactyg
accegggtet
cagacagccg
tggegttcca
tgagccgeaag
zetccggace
gctttctggt
ceacagagtt
tcgtccattyg
tccceatgtyg
acccecaccat
tceeeactcgg
atccecceget

gteeetcetyg

<213> Lactobacillus plantarum
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aaggttacce
aaggcccegyy
catgtaggcyg
tctegcegagt
aggggecatga
cagagtgccc
accceaacatce
aagggeacgt
gtagcttcga
gtttcegect
aagggcggasa
cteatcctgt
ccttegecac
ctgtcctett
gctttcacat
acgcttgecce
tazataccgt
ttecgegccyg
tggaagattc
gccgettacc
cteagctaatea
accatgcggt
tetgggcagy

atgceaa

caccgacttt
zacgtattca
agttgcagce
tcgecaactcg
tgatttgacyg
zacttaatgc
tcacgacacg
ctaatctctt
attaaaccac
tgcggeegta
accctcceaac
ttgctaccca
tggtgttctt
ctgcactcaa
cagactteaaa
cctacgtatt
cezatacctga
aeacccttct
cctactgctg
ctctcaggte
cgcecgcggga
ccaagttgtt
tttcccacgat

1

gggtgttaca
ccgeggeetyg
tacaatccga
ttgtaccatc
tcatcceccac
tggcaactge
agctgacgac
agetttgcat
atgctccacce
ctcecceccagge
acttagcatt
tactttcgeag
ccetatatct
gtttcccagt
aaaccgcectg
accgcggcetg
acegttactc
tcactcacge
cctcececegtag
ggctacgtat
ccatccageasa
atgcggtatt

gttactcacc

zactctcatg
ctgatccgeg
actgageaatg
cattgtegce
cttecctecgg
taataegggt
zaccatgcac
agtetgtcaa
gettgtgegy
ggastgctta
catcgtttac
cctcagegtce
acgcatttca
ttccgetgca
cgctegettt
ctggcacgta
tcagatatgt
ggcgttgctc
gagtttgggc
cattgccatg
gtgatagccyg
agcetctgtt

agttcgeccac

60
120
180
240
200
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1406
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<223> ARNr16S

<400> 4

ggttccteee
ggtgtgtece
ttccgactte
ttagcttect
caggtcatza
cagtctcace
cgggecttee
atgtcccega
gttcttegeg
ttcetttgag
gcegcactge
ccegggtete
agacagccgc
ggegttcceac
gegccgaegy

atccggacaa

ctttctggtt za

aecegagttt

cgtccattgt
ccceatgtagg
ccccaceate
ceegctecgge
tcceceegett

teaaatcatge

<210>5

<211> 1403

<212> ARN

aggttacccc
aggeccggqga
atgtaggcga
ctcgcgagtt
ggggeatgat
agagtgccca
ccceacatct
agggeacgte
tagcttcgas
tttcagcctt
egggcggase
taetcctgtt
cttcgecact
tgtecctette
ctttcacatc
cgcttgcecac
staccgte
tacgegccge

ggeagattcc
ccgettaccca
tagctaatac
ccetgecggtce
ctgggcaggt

tgceegcecc

<213> Lactobacillus rhamnosus

<223> ARNr16S

<400> 5
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accgectttyg
acgtettceac
gttgcagcet
cgceectegt
gatttgacgt
acttaatgct
cacgecacga
taatctctta
ttaszaccaca
geggecgtac
ccctecaaca
tgctecccat
ggtgttctte
tgcectcaag
agacttaaza
ctacgtatta
aatecctgeaa

aacccttctt

ctactgctgce
tctcaggtcg
gccgcgggac
caegttgtte
ttceccecgtag

aatcaetacc

ggtgttecaa
cqgeggecetge
acaatccgaa
tgtaccetcc
cetccccace
ggceactgat
gctgeacgeca
gatttgcata
tgctcecaccyg
tccecceqggeg
cttagcatte
actttcgegc
cetetatcta
tttcccagtt
aaccgcectge
ccgeggetge
cagttactct

cectcecgeg

ctccegtagg
gectacgtete
cetccaazag
tgcggtatta
ttactcacca

agagttcgtt

12

actctcetgg
tgatccgega
ctgagaatgg
attgtegcac
ttcctacggt
zataagggtt
eccatgcacc
gtatgtcaag
cttgtgeggg
geetgcttaa
gtcgtttacyg
ctcagcgtce
cgcatttcac
tcecgatgceac
gctegettta
tggcacgtag
cegatatgtt
gcgttgcetcc

agtttgggcce
attgeccatgg
tgatagccga
gcetetgttt
gttegeceact

cgeact

tgtgacgggc
ttactagcga
ctttaagaga
gtgtgtagcc
ttgtcaccqgg
gcgctegttg
acctgtatcc
acctggteaag
cceccecgteeaa
tgegttaget
gtetggacta
gttacegecc
cgctacaceat
ttctteggtt
cgcccaateaa
ttagccgtag
cttectttaac

atcageacttt

gtgtctcagt
tgageccgtta
agccatcttt
ccaggtgtte

cactcezatg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080

1140
1200
1260
13220
1380
1425
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gtcgacgagt
ggecgggtge
atgcteaatec
atcgcttttyg
ceetgatacyg
aactcctacg
acgecegegtyg
cggcagagta
gccagecagee
gegcgcagygce
cggaaactgg
tgcgtegata
tgaggctcga
cgetgeatge
attccgectg
ceagcggtyg
atcttttgat
tggttgtcegt
tatgactagt
ggeaggtggg
caatggatgg
tcagttcgga
atcagcacgce

gegtttgtea
<210>6

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<223> Secuencia cebador
<400> 6

tccgtaggtg aacctgegg 19
<210>7

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<223> Secuencia cebador
<400> 7

tecteegcett attgatatge 20

tctgattatt
gteecacgtg
cgcataazstc
gatggacccg
tagccgaact
ggeggcagea
agtgeaageaqg
actgttgtcg
gcggtaatac
ggttttttea
geeaacttgag
tatggaagaa
zagcatgggt
taggtgttgg
gggagtacga
agcetgtggt
cacctgagag
cegetegtgt
tgccagcatt
getgecgtce
tacazacgagt
ctgtaggctyg
cgcggtgeaa

cecccgaege

ES 2 985 966 T3

gaeaaggtgct
ggtaacctgc
caagaaccge
cggcgtatte
gagaggttga
gtagggaatc
gctttcegggt
gcgtgecggt
gtaggtggca
gtctgetgtg
tgcagaagag
caccegtggce
agcgaacagqg
agggtttccg
ccgceaaggatt
tteattcgaa
atcaggttte
cgtgegatgt
tagttgggca
aatcetcatg
tgcgagaccyg
caactcgect
acgttceccag

cgyg

tgcatcttga
ccttaagtgg
atggttettg
gctagttggt
tcggecacat
ttccacaatg
cgtaaaactc
atccaaccag
agcgttatcc
aeagccctcyg
gacagtggaa
geaggcggcet
attagatacc
cccttcagtg
geaactceaaa
gcaacgcgaa
ccettegagg
tgggttasgt
ctctagtaag
ccecttatga
cgaggtcaag
zcacgaagtce

gccttgtaca

13

tttaattttg
gggataacaet
gctgaaagat
gaggtaacgg
tgggactgag
gacgcaagtc
tgttgttggea
aaagccacgg
ggatttattg
gcttaaccge
ctccatgtgt
gtctggtctg
ctggtagtce
ccgcagctee
ggeattgacg
gaeccttacc
gczaaatgac
ccegcaacga
actgccggatg
cctgggetec
cteatctctt
ggeatcgctea

caccgeccegt

zacgagtggc
ttggacecag
ggcgteaget
ctcacceagg
acacggcececa
tgatggagca
gaagaatggt
ctaactecgt
ggcgtazagce
ggaegtgcat
agcggtgaasa
taactgeacgc
atgccagtaaa
cgcetteagce
ggggcccgcea
aggtecttgac
aggtggtgca
gaegeaeccct
acazaccgga
zcacgtgcte
zaagccatte
gtaatcgcgg

cacaccetga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1403
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REIVINDICACIONES

Una composicién dermatoldgica tépica que comprende las especies de Lactobacillus vivas L. plantarum, L.
pentosus y L. rhamnosus; donde dicha L. plantarum es una cepa de L. plantarum que tiene al menos 97 %
de similitud de secuencia con la id. de sec. 4 en su gen de ARNr 16S, dicha L. pentosus es una cepa de L.
pentosus que tiene al menos 97 % de similitud de secuencia con la id. de sec. 1 en su gen de ARNr 16S, y
dicha L. rhamnosus es una cepa de L. rhamnosus que tiene al menos 97 % de similitud de secuencia con la
id. de sec. 5 en su gen de ARNr 16S.

Composicién segun la reivindicacién 1 para su uso en la restauracién y/o el mantenimiento de una microbiota
de la piel sana, por via tépica.

La composicién segln la reivindicacion 1 o la composicién para su uso segun la reivindicacién 2, donde dicha
composicién es una composicién para la piel tépica en forma de gel, crema, 6vulo, formas de supositorios,
espuma, locién o unglento.

La composicién segun la reivindicacién 1 o la composicién para su uso segun la reivindicacién 2, donde
dichas especies de Lactobacillus son las cepas de Lactobacillus L. plantarum YUN-V2.0 depositada con el
ndmero de registro LMG P-29456 en combinacién con L. pentosus YUN-V1 .0 depositada con el niUmero de
registro LMG P-29455 y/o L. rhamnosus YUN-S1 .0 depositada con el nimero de registro LMG P-29611.
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Fig. 1
Caracteristicas de |actobacilos
2% (3
&
—_~ 2 2
3 -
3 N
~- g1y 3
S - -
9 3 3 F
2g® ¢
& 5 z
< 5 1
1
i\ Q
waswe DA (gL weman LA (gAY weldee vimax medie e b
Fig. 2

15



	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - DESCRIPTION
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - DESCRIPTION
	Page 12 - DESCRIPTION
	Page 13 - DESCRIPTION
	Page 14 - CLAIMS
	Page 15 - DRAWINGS

