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DESCRIPCION

Composicién farmacéutica para su uso en la prevencién o el tratamiento de una condicién asociada a una
reduccién del nimero de lactobacilos en la vagina

Campo de la invencién

La presente invencidn se refiere a una composicién farmacéutica que comprende glucégeno para su uso en la
prevencién o el tratamiento de condiciones asociadas con una reduccidén del nimero de lactobacilos en la vagina
de un sujeto en relacién con un sujeto sano, por ejemplo, una infeccidén vaginal o una inflamacién vaginal, tales la
vaginosis bacteriana, vaginitis, candidiasis vulvovaginal o infeccién por estreptococos del Grupo B, o un método
para la prevencién o el tratamiento de dicha condicién o de las secuelas resultantes de la misma con la
composicién.

Antecedentes de la invencién

La vaginosis bacteriana (VB) es la infeccién vaginal mas comuln en las mujeres en edad reproductiva de todo el
mundo y se asocia a importantes consecuencias adversas, tales como un mayor riesgo de aborto espontaneo
tardio o parto prematuro (1, 2), endometritis posparto (3), y también una mayor probabilidad de contraer
enfermedades de transmisién sexual, tal como el VIH (4). Las tasas de prevalencia comunicadas oscilan entre el
10y el 40 % en un momento dado, dependiendo de la poblacién estudiada. Sin embargo, los métodos subdptimos
de diagnéstico y un alto porcentaje de pacientes asintomaticas sugieren que la prevalencia real de la VB puede
ser muy superior (5). La VB se asocia a un mayor volumen de flujo vaginal con un olor fétido, a pescado.

La causa exacta de la VB sigue siendo desconocida en la gran mayoria de los casos, pero las alteraciones tanto
de la inmunidad local del hospedero como de la microflora del tracto genital parecen contribuir a la patogénesis de
la VB (6). En condiciones normales, las bacterias Lactobacillus predominan en la vagina y se cree que controlan
el crecimiento de otros microorganismos produciendo peréxido de hidrégeno y &cido lactico a partir del glucégeno
vaginal para mantener la acidez vaginal entre 4 y 5 de pH. Lactobacillus es un género de bacterias Gram-positivas,
anaerobias facultativas o microaerofilicas, en forma de bastoncillos, no formadoras de esporas.

Sin embargo, en las mujeres con VB los lactobacilos vaginales normales son sustituidos por un crecimiento
excesivo de otros anaerobios con una disminucién concomitante del nimero de lactobacilos. Datos recientes
sugieren un papel primordial de la Gardnerella vaginalis como un agente etiolégico especifico y quizd de
transmisién sexual en la VB (7-9), como postularon inicialmente Gardner y Dukes en 1955 (10). Por lo tanto, aunque
en las mujeres con VB pueden encontrarse lactobacilos productores de acido (11), su nimero puede no ser
suficiente para superar a Gardnerella vaginalis, que a su vez sustituye a los lactobacilos como microflora dominante
a medida que el pH vaginal aumenta hasta aproximadamente 7,8-8,2 (12). Por el contrario, numerosos estudios
han demostrado que, incluso cuando no se produce una reduccién significativa del nimero de lactobacilos,
pequefias disminuciones pueden ser suficientes para permitir el crecimiento excesivo de levaduras, tales como las
especies de Candida, que provocan un descenso del pH por debajo de 4 consistente con el sintoma de candidiasis
vulvovaginal ((27)-(32)).

A menudo, las mujeres que experimentan los sintomas de la VB se quejan de un olor fétido, a pescado, y de un
flujo vaginal excesivo lo suficientemente desagradable como para que estas mujeres busquen tratamiento médico.
Los tratamientos tradicionales se han centrado clédsicamente en los antibiéticos de prescripcién metronidazol y
clindamicina. EI metronidazol como tratamiento oral de 7 dias tiene una tasa de curacion del 80-90 % al cabo de 1
mes. Los efectos secundarios incluyen nduseas, calambres abdominales y un sabor metélico. El paciente debe
abstenerse de la ingesta de alcohol, ya que puede producir efectos antabus. No se recomienda en el primer
trimestre de embarazo. El metronidazol también estd disponible en geles vaginales, por ejemplo,
METROGELVAGINAL®, pero a pesar de su uso comun, los geles vaginales no son ideales. Para que sean eficaces,
los geles deben aplicarse una o dos veces al dia durante un periodo de cinco dias, normalmente por la noche. La
clindamicina como tratamiento oral de 7 dias tiene los mismos efectos que el metronidazol y sus efectos
secundarios son menores, aunque es posible que se produzca diarrea y la preocupaciéon por la colitis por
Clostridium difficile ha impedido su uso generalizado (13, 14). A pesar de la elevada tasa de curacién, una
proporcidén significativa de mujeres sufre recaidas y recurrencias de la VB, independientemente de que el
tratamiento aplicado haya sido oral o intravaginal (15, 16). Por ejemplo, un ensayo doble ciego, cruzado y
controlado con placebo ha demostrado que el tratamiento intravaginal con un gel de metronidazol al 0,75 % (p/v)
dio lugar a una tasa de recurrencia de aproximadamente el 15 % un mes después del tratamiento (17).

Los antibiéticos son un tratamiento temporal para la VB. Los antibiéticos pueden eliminar las bacterias que causan
la VB, pero al mismo tiempo también alteran el equilibrio natural de la flora bacteriana de la vagina, lo que puede
ser perjudicial a largo plazo y provocar otras infecciones, incluyendo la candidiasis.

Canesbalance® y BalanceActiv® son productos comerciales que afirman reducir los sintomas de la VB. Estas
férmulas estadn compuestas de &cido lactico y glucégeno. Como estas férmulas son acidas, pueden causar irritacién
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e incluso hemorragias. La acidez de estas féormulas tiene por objeto provocar un rapido descenso del pH vaginal,
reducir el crecimiento excesivo de bacterias patbégenas y favorecer el rebrote de lactobacilos tolerantes al acido.
Estas férmulas, por lo tanto, no son una cura y sélo ofrecen, en el mejor de los casos, cierto alivio temporal en
algunas mujeres. Este rebrote seré sélo de los serotipos de lactobacilos mas tolerantes al 4cido y de crecimiento
més rapido (quizéd dominados por un Unico serotipo o sélo unos pocos), que pueden no persistir a lo largo del
tiempo, lo que dara lugar a la sustitucién por el sobrecrecimiento patégeno y a la reaparicién de los sintomas.

Muchas mujeres sanas consideran que los sintomas de la VB indican una falta de higiene adecuada, mas que un
problema médico, y a menudo utilizan duchas vaginales compradas sin receta, en lugar de acudir al médico. La
idea de lavar el flujo maloliente con una ducha acida puede tener un atractivo simplista. Sin embargo, desde el
punto de vista médico, se desaconsejan las duchas vaginales, ya que los estudios han demostrado una asociacién
entre éstas y la enfermedad inflamatoria pélvica (EIP), el embarazo ectépico, la infertilidad tubarica y la reduccién
de la fertilidad (18-21). También se han aconsejado diferentes medidas alternativas, incluyendo el yogur vivo o los
preparados de Lactobacillus acidophilus, aunque los estudios realizados hasta la fecha aun no han demostrado
los beneficios del uso de probidticos (15). En la patente de EE. UU. No. 6,440,949 se sugiere el uso de uno o mas
sacéridos (pero no glucégeno) en formulaciones prebibticas acidas como un método para disminuir el pH vaginal.
En un ensayo clinico realizado en Dinamarca, la patente probé diferentes concentraciones de sacéridos, pero
ninguna de las concentraciones mostré una disminuciéon significativa del pH y, ademas, ninguna de las
concentraciones eliminé las bacterias causantes del mal olor.

EP1072269B1 divulga el uso de glucégeno (solo a una concentracién de entre 2,5 % y 17 % p/v y junto con otros
polisacaridos) en un gel de acido lactico como un tratamiento para la VB; aunque se informé de que los beneficios
clinicos eran escasos.

Por lo tanto, en vista de que la VB es actualmente la forma mas prevalente de infeccién vaginal en las mujeres en
edad reproductiva, existe una necesidad real e inmediata de nuevas composiciones que aborden las deficiencias
de los tratamientos de la VB actualmente disponibles. Por ejemplo, seria deseable disponer de un tratamiento
intravaginal que redujera la tasa de recurrencia de la VB tras un tratamiento exitoso; con beneficios adicionales de
reduccién de complicaciones ginecoldgicas, tal como el parto prematuro. También es necesario proporcionar
nuevos tratamientos para otras infecciones e inflamaciones vaginales.

Breve descripcién de la invencién

En un aspecto de la invencién, se proporciona una composicién farmacéutica para su uso en la prevencién o el
tratamiento de una condicién asociada a una reduccién del nimero de lactobacilos en la vagina de un sujeto en
relacién con un sujeto sano, en donde la composicién comprende de 1,3 a 1,7 % p/v de glucégeno y menos de 0,1
% p/v de acido lactico.

Los inventores han descubierto sorprendentemente que la composiciéon de la invencién provoca un aumento
significativo del nimero de lactobacilos en la vagina de un sujeto tratado, lo que conduce al tratamiento eficaz de
una serie de infecciones e inflamaciones vaginales, por ejemplo, la vaginosis bacteriana, la vaginitis, la candidiasis
vulvovaginal o los estreptococos del Grupo B.

En una realizacién especialmente preferida, la composiciéon no contiene 4cido lactico, es decir, la composicién
contiene 0 % p/v de acido lactico.

En una realizacién preferida, la composicién farmacéutica comprende ademas agua y un derivado de la celulosa,
opcionalmente de 94 a 97 % p/v de agua y de 2 a 5 % p/v de un derivado de la celulosa. Tipicamente, la
composicién farmacéutica comprende de 1,3 a 1,7 % p/v de glucdgeno, opcionalmente de 1,4 a 1,6 % p/v de
glucégeno, agua y un derivado de la celulosa. Tipicamente, la composicién farmacéutica comprende de 1,3a 1,7
% p/v de glucdégeno, opcionalmente de 1,4 a 1,6 % p/v de glucdgeno, y un hidrogel acuoso que comprende un
derivado de la celulosa.

En una realizacidn particularmente preferida, la composicién farmacéutica comprende aproximadamente 1,5 % p/iv
de glucdgeno.

Proporcionar la cantidad correcta de glucégeno en la composicién farmacéutica es especialmente importante para
conseguir el efecto terapéutico.

Sin desear limitarse a ninguna teoria particular, se entiende que una composicidén farmacéutica que comprende de
1,3 a 1,7 % plv, preferiblemente de 1,4 a 1,6 % plv, mas preferiblemente de aproximadamente 1,5 % p/v de
glucégeno, proporciona una concentracién 6ptima de glucégeno tal que actia como una fuente de carbono para
los lactobacilos, ayudando a su crecimiento. A concentraciones mas bajas, por ejemplo, 1 % p/v de glucégeno, la
concentracién de carbono no es suficiente para favorecer un buen crecimiento del Lactobacillus. Concentraciones
mas altas, por ejemplo 2 % p/v de glucégeno, 0 2,5 a 17 % p/v como se divulga en EP1072269B1 pueden inhibir
realmente el crecimiento bacteriano. La inhibicién del crecimiento bacteriano a altas concentraciones de sacéridos
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es bien conocida, y los sacaridos pueden utilizarse como conservantes, por ejemplo, en mermeladas.

Tipicamente, el glucdgeno puede obtenerse a partir de una fuente animal, opcionalmente en donde el glucégeno
es de ostra, mejillén o bovino.

Tipicamente, el derivado de celulosa es un éter de celulosa. El éter de celulosa puede ser metilcelulosa (MC),
hidroxipropil metilcelulosa (HPMC), etilcelulosa (EC), hidroxietilcelulosa (HEC), carboximetilcelulosa de sodio
(NaCMC) , o combinaciones de las mismas. Preferiblemente, el éter de celulosa es hidroxipropil metilcelulosa.

El pH de la composicién farmacéutica puede ser de 5,7 a 6,7. Preferiblemente, el pH de la composicién
farmacéutica es de 6,0 a 6,2.

Normalmente, el producto farmacéutico se presenta en forma de hidrogel.
La composicién farmacéutica puede ser un pesario vaginal.

La composicién farmacéutica puede ser mucoadhesiva, por ejemplo, puede comprender una pelicula o gel
mucoadhesivo o un sistema precursor liquido cristalino gelificante mucoadhesivo in situ.

La composicién farmacéutica puede comprender ademas uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables.

La composicion farmacéutica puede comprender ademas uno 0 mas agentes terapéuticos adicionales. El uno o
mas agentes terapéuticos adicionales pueden seleccionarse entre un antibiético, un agente antibacteriano, un
agente antifingico, un agente antiparasitario, un agente antivirico, un agente antiséptico y un agente
antiinflamatorio.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un método para la prevencién o el tratamiento de una condicién
asociada a una reduccidén del numero de lactobacilos en la vagina de un sujeto en relacién con un sujeto sano,
comprendiendo el método el paso de administrar a un sujeto que lo necesite una composicién farmacéutica como
la definida anteriormente.

En una realizacion de la composicién farmacéutica para uso o método de la invencidn el uso o método comprende
proporcionar un aumento en el nimero de lactobacilos en la vagina del sujeto en relacién con un sujeto no tratado
con la condicién. En una realizacién de la composicién farmacéutica para uso o método de la invencién, el uso o
método comprende restaurar el nUmero de lactobacilos en la vagina a un nivel normal, es decir, la naturaleza
individualizada del microbioma vaginal hace que la respuesta a la composicién farmacéutica sea especifica para
cada sujeto, proporcionando a cada paciente su propia “terapia personalizada del microbioma”. Los lactobacilos
pueden ser lactobacilos endbgenos, es decir, normalmente presentes en la vagina de un sujeto sano. Los
lactobacilos pueden comprender Lactobacillus gasseri, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus paracasei,
Lactobacillus salivarius, Lactobacillus johnsonii 0 combinaciones de los mismos. La fermentacién del glucégeno
como Unica fuente de carbono por parte de los lactobacilos no sélo proporciona una nutricion que permite el
restablecimiento de los lactobacilos a un nivel normal, sino que los productos extremos de la fermentacion (acido
lactico, peréxido de hidrégeno) provocan un restablecimiento del pH. En el caso de la vaginosis bacteriana, el pH
desciende de alcalino a ligeramente acido. Se ha demostrado ampliamente que el acido lactico inhibe el
crecimiento de las especies de Candida causantes de la candidiasis vulvovaginal. Por lo tanto, un restablecimiento
del nimero de lactobacilos aumenta la concentracién de 4cido lactico en la vagina, inhibiendo el crecimiento de
las especies patégenas de Candida (33).

La condicion que debe prevenirse o tratarse suele ser una infeccién vaginal, una inflamacién vaginal o sus
complicaciones, opcionalmente una infeccién vaginal o inflamacién vaginal recurrente. La complicacién puede ser
un parto prematuro, el parto de un feto muerto, una infeccién vaginal posparto o una inflamacién vaginal.

En realizaciones preferidas de la invencién, la condicién que debe prevenirse o tratarse es vaginosis bacteriana,
vaginitis, candidiasis vulvovaginal o infeccién por estreptococos del Grupo B.

En una realizacién, el sujeto a tratar estd embarazada.

En una realizacidén preferida, la condicién que debe prevenirse o tratarse es la infeccién por estreptococos del
Grupo By el sujeto estd embarazada.

En realizaciones de la composicién de uso o método de la invencidn la condicién a prevenir o tratar estd asociada
con un aumento del niumero de bacterias patégenas o levaduras en la vagina de un sujeto en relacién con un sujeto
sano, opcionalmente bacterias Gardnerella vaginalis o Streptococcus del Grupo B o una especie de levadura
Candida, opcionalmente Candida albicans.

Tipicamente, la composicién farmacéutica es adecuada para la administracién intravaginal.

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3003 133 T3

Descripcidn de las figuras

La Figura 1 muestra los recuentos promedio de colonias para un rango de concentraciones de glucdégeno del
Paciente 1. Ocho colonias del paciente se cultivaron cada una en un medio con un 0 % p/v de glucégeno durante
72 horas. A continuacién, se incubaron 10 microlitros de esta dilucién durante 96 horas en cada concentracion de
glucégeno y, posteriormente, se sembraron en agar selectivo de Lactobacillus por triplicado n = 24. Las barras de
error muestran la desviacion del valor real (media) con las muestras que muestran significacién marcadas con un
asterisco (*).

La Figura 2 muestra los recuentos promedio de colonias para un rango de concentraciones de glucdégeno del
Paciente 2. Se cultivaron tres colonias del paciente, cada una en un medio con un 0 % p/v de glucégeno durante
72 horas. A continuacién, se incubaron 10 microlitros de esta dilucién durante 72 horas en cada concentracion de
glucégeno y, posteriormente, se sembraron en agar selectivo de Lactobacillus por triplicado n = 9.

La Figura 3 muestra los recuentos promedio de colonias para un rango de concentraciones de glucdégeno del
Paciente 3. Se cultivaron tres colonias del paciente, cada una en un medio con un 0 % p/v de glucégeno durante
72 horas. A continuacién, se incubaron 10 microlitros de esta dilucién durante 72 horas en cada concentracion de
glucégeno y, posteriormente, se sembraron en agar selectivo de Lactobacillus por triplicado n = 9.

Las Figuras 4A y 4B muestran un grafico circular de las proporciones relativas de las especies bacterianas en la
vagina de una paciente (4A) antes del tratamiento con la composicién de la invencién y (4B) después del
tratamiento con la composicién de la invencién segln lo determinado por la secuenciacién de amplicones de ARNr
16 S.

Descripcidn detallada

En un aspecto de la invencién, se proporciona una composicién farmacéutica para su uso en la prevencién o el
tratamiento de una condicién asociada a una reduccién del nimero de lactobacilos en la vagina de un sujeto en
relacién con un sujeto sano, en donde la composicién comprende de 1,3 a 1,7 % p/v de glucégeno y menos de 0,1
% p/v de acido lactico.

Un experto en la técnica conoceria una serie de condiciones asociadas a una reduccién del nimero de lactobacilos
en la vagina de un sujeto en relaciéon con un sujeto sano, por ejemplo, la infeccién vaginal o la inflamacién vaginal,
en particular la vaginosis bacteriana, la vaginitis o la infeccidén por estreptococos del Grupo B.

Un experto en la técnica también sabria cdmo medir el nUmero de lactobacilos en la vagina de un sujeto. Por
ejemplo, se puede tomar una torunda de la vagina del sujeto y utilizarla para inocular un medio adecuado para el
crecimiento de los lactobacilos. Tras la incubacién, las bacterias crecidas se cultivan en placas de agar especificas
para lactobacilos y se incuban anaerdbicamente a 37 °C durante un periodo de tiempo adecuado. A continuacién,
se cuenta el nimero de colonias bacterianas. El nUmero de lactobacilos suele expresarse en unidades formadoras
de colonias (UFC). Los lactobacilos son los microorganismos mas prevalentes y a menudo numéricamente
dominantes en la vagina, con 107 - 108 UFC mL-" de flujo vaginal en mujeres premenopausicas sanas (véase,
Farage MA, Miller KW, Sobel JD (2010), Dynamics of the vaginal ecosystem-hormonal influences. Infect Dis Res
Treat 3:1-15, y Boris S, Barbés C (2000) Role played by lactobacilli in controlling the population of vaginal
pathogens. Microbes Infect 2:543-546). La UFC es una unidad utilizada para estimar el nUmero de bacterias viables
en una muestra. Viable se define como la capacidad de multiplicarse mediante fisién binaria en las condiciones
controladas. El recuento con unidades formadoras de colonias requiere cultivar los microbios y cuenta sélo las
células viables, en contraste con el examen microscépico que cuenta todas las células, vivas o muertas. La
apariencia visual de una colonia en un cultivo celular requiere un crecimiento significativo, y al contar las colonias
no se sabe con certeza si la colonia surgié de una célula o de un grupo de células. Expresar los resultados como
unidades formadoras de colonias refleja esta incertidumbre. Tipicamente, la composicién farmacéutica de la
invencidn trata condiciones vaginales en donde las UFC de lactobacilos vaginales se reducen significativamente
en relacidén con sujetos sanos. La composicion farmacéutica de la invencidén provoca un aumento significativo del
ndmero de lactobacilos vaginales, es decir, un aumento significativo de las UFC de lactobacilos en relacién con los
sujetos no tratados que padecen la condicién vaginal.

Por lo tanto, en una realizacién preferida, la presente invencién se refiere a una composicién farmacéutica para su
uso en la prevencion o el tratamiento de la infeccién vaginal o la inflamacién vaginal, opcionalmente vaginosis
bacteriana, vaginitis o infeccion por estreptococos del Grupo B, en donde la composicién comprende de 1,3 a 1,7
% p/v de glucdgeno y menos de 0,1 % p/v de acido lactico.

Los inventores han descubierto sorprendentemente que la composiciéon de la invencién provoca un aumento
significativo del nimero de lactobacilos en la vagina de un sujeto tratado, lo que conduce al tratamiento eficaz de
una serie de infecciones e inflamaciones vaginales, por ejemplo, vaginosis bacteriana o vaginitis. Se entiende que
los lactobacilos de la superficie epitelial vaginal utilizan el gluc6geno como fuente de alimento, produciendo acido
lactico que mantiene el entorno a un pH mas bajo y disuade a otros tipos de bacterias. El contenido en glucégeno
del tejido vaginal humano se trata en Gregoire, A. T. et al, Fertility and Sterility, Vol. 22, No. 1, enero de 1971. Sin
embargo, aunque en el estado de la técnica se han descrito composiciones que contienen glucdégeno para el
tratamiento de infecciones vaginales, tal como la VB, mediante la alteracién de la microflora de la vagina, el
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glucégeno se suele utilizar en combinacién con otro principio activo, tal como el &cido lactico u otro sacérido, o
bien se utiliza a una concentracién significativamente mayor.

Proporcionar la cantidad correcta de glucégeno en la composicién farmacéutica es especialmente importante para
conseguir el efecto terapéutico.

Sin desear limitarse a ninguna teoria particular, se entiende que una composicidén farmacéutica que comprende de
1,3 a 1,7 % plv, preferiblemente de 1,4 a 1,6 % plv, mas preferiblemente de aproximadamente 1,5 % p/v de
glucégeno, proporciona una concentracién 6ptima de glucégeno tal que actia como una fuente de carbono para
los lactobacilos, ayudando a su crecimiento. A concentraciones mas bajas, por ejemplo 1 % p/v de glucdgeno, la
concentracién de carbono no es suficiente para favorecer un buen crecimiento del Lactobacillus. Concentraciones
mas altas, por ejemplo, 2 % p/v de glucégeno, 0 2,5 a 17 p/v% como se divulga en EP1072269B1 pueden inhibir
realmente el crecimiento bacteriano. La inhibicién del crecimiento bacteriano a altas concentraciones de sacéridos
es bien conocida, y los sacaridos pueden utilizarse como conservantes, por ejemplo, en mermeladas.

Tipicamente, el glucdgeno puede obtenerse a partir de una fuente animal, opcionalmente en donde el glucégeno
es de ostra, mejillén o bovino.

En una realizacién preferida, la composicién farmacéutica comprende ademas agua y un derivado de la celulosa,
opcionalmente de 94 a 97 % p/v de agua y de 2 a 5 % p/v de un derivado de la celulosa.

Tipicamente, la composicién farmacéutica comprende o consiste en 1,3 a 1,7 % p/v de glucégeno, opcionalmente
1,4 a 1,6 % p/v de glucégeno, agua y un derivado de la celulosa. Por ejemplo, preferiblemente la composicién
farmacéutica comprende o consiste en 1,3 a 1,7 % p/v de glucégeno, opcionalmente 1,4 a 1,6 % p/v de glucégeno,
y un hidrogel acuoso que comprende un derivado de la celulosa.

En una realizacidn particularmente preferida, la composicién farmacéutica comprende aproximadamente 1,5 % p/iv
de glucdgeno.

Una ventaja clave de la presente invencién es que la composicién farmacéutica puede formarse y lograr un efecto
terapéutico utilizando sélo tres componentes clave: glucégeno, un derivado de la celulosa y agua, aunque, por
supuesto, pueden estar presentes otros componentes. Es probable que esta sencilla composiciéon proporcione
menos efectos secundarios, por ejemplo, irritacién y hemorragias, que las composiciones del estado de la técnica.

La composicién farmacéutica comprende menos de 0,1 % p/v de acido lactico, opcionalmente menos de 0,05 %
p/v de &cido lactico. La composicién puede contener trazas de acido lactico, pero en la realizacién mas preferida
la composicién no contiene acido lactico, es decir, contiene 0 % p/v de acido lactico. Se conocen composiciones
del estado de la técnica que comprenden éacido lactico para tratar la VB, por ejemplo, las composiciones descritas
en EP1072269B1, y las formulaciones Canesbalance® y Balance Active® disponibles en el mercado. El acido lactico
se incluye en estas formulaciones para disminuir el pH de la composiciéon. Cuando se administran a los pacientes,
estas férmulas provocan un rapido descenso del pH vaginal, reduciendo el crecimiento excesivo de bacterias
patégenas y favoreciendo el rebrote de lactobacilos tolerantes al acido. Sin embargo, estas composiciones
altamente acidas que contienen acido lactico pueden causar irritaciéon y hemorragias en los pacientes. Ademés,
las composiciones que contienen acido lactico normalmente sélo permiten el rebrote de los serotipos de
lactobacilos mas tolerantes al acido y de crecimiento mas répido, que pueden no persistir en el tiempo, lo que da
lugar a la sustitucién por bacterias patégenas y a la reaparicién de los sintomas.

La composicién de la invencién no es altamente é&cida, y no comprende mas que trazas de acido lactico, y
preferiblemente esta libre de 4cido lactico, evitando la irritacién y el sangrado causados por las formulaciones
acidas de la técnica anterior.

Ademas, la composicién farmacéutica de la invencidn tiene una estabilidad y una vida en mostrador superiores a
los preparados de Lactobacillus de la técnica anterior.

El glucégeno puede obtenerse de un organismo marino, por ejemplo, una ostra. El glucégeno puede ser de tipo Il.
El glucdgeno procedente de una fuente de organismo marino estd disponible comercialmente; por ejemplo, el
glucégeno de tipo Il de la ostra esta disponible en Sigma Aldrich, nimero de catalogo G8751. El glucégeno también
puede proceder de otras fuentes animales marinas (tales como variedades de mejillones) o terrestres (incluyendo
el musculo o el higado de mamiferos), pero no de una fuente vegetal. El glucégeno es un polisacéarido
multiramificado de glucosa que actlia como una forma de almacenamiento de energia en bacterias (asi como en
humanos, animales y hongos). Por lo tanto, se entiende que el glucdgeno aportado en las composiciones de la
invencién proporciona una fuente de energia o de carbono para los lactobacilos, lo que les permite prosperar. El
glucoégeno es un biopolimero ramificado formado por cadenas lineales de residuos de glucosa con una longitud de
cadena promedio de aproximadamente 8-12 unidades de glucosa. Las unidades de glucosa estan unidas
linealmente por enlaces glucosidicos a(1—4) de una glucosa a la siguiente. Las ramificaciones estan unidas a las
cadenas de las que se desprenden por enlaces glucosidicos a(1—6) entre la primera glucosa de la nueva
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ramificacién y una glucosa de la cadena madre.

El derivado de celulosa puede ser cualquier polimero que contenga celulosa. Tipicamente, el derivado de celulosa
es un éter de celulosa. El éter de celulosa puede ser metilcelulosa (MC), hidroxipropil metilcelulosa (HPMC),
etilcelulosa (EC), hidroxietilcelulosa (HEC), carboximetilcelulosa de sodio (NaCMC) , o combinaciones de las
mismas. Preferiblemente, el éter de celulosa es hidroxipropil metilcelulosa. También puede utilizarse una
combinacién de hidroxipropil metilcelulosa y metilcelulosa. Los éteres de celulosa estan disponibles
comercialmente, por ejemplo, Metalose ® 90SH-400 de Shin Etsu. El derivado de celulosa también puede ser
sulfato de celulosa (Ushercell).

El pH de la composicién farmacéutica puede serde 5,7 a6,7. El pH de la composiciéon puede ser de 6,0 a 6,5 o de
6,0 a 6,3. Preferiblemente, el pH de la composicién farmacéutica es de 6,0 a 6,2.

Normalmente, el producto farmacéutico se presenta en forma de hidrogel. Los hidrogeles comprenden una red
reticulada de polimeros hidréfilos, tales como los éteres de celulosa. Los hidrogeles poseen la capacidad de
absorber una gran cantidad de agua e hincharse, manteniendo su estructura tridimensional.

La composiciéon farmacéutica puede ser un pesario vaginal, tipicamente un pesario vaginal de hidrogel. En
realizaciones alternativas, la composicién farmacéutica puede ser un comprimido, una suspensiéon o dispersién
liquida, un polvo seco, una pomada tdpica, una crema, una espuma, un gel, nanoparticulas poliméricas, polimeros
bioadhesivos, una pelicula de disolucién rapida, un supositorio o un aerosol. La composicién farmacéutica puede
aplicarse a un material base, por ejemplo, un material de algodén o gasa, tal como un tampén.

La composicién farmacéutica puede administrarse directamente en la vagina o puede administrarse utilizando un
dispositivo sélido, por ejemplo, un aplicador.

La composicién farmacéutica puede ser mucoadhesiva. Se sabe que los preparados comerciales tradicionales
para el tratamiento de las condiciones vaginales residen en la cavidad vaginal durante un periodo de tiempo
relativamente corto debido a la accién de autolimpieza del tracto vaginal, y a menudo requieren multiples dosis
diarias para garantizar el efecto terapéutico deseado. La composicién de la presente invencién es preferiblemente
mucoadhesiva, es decir, es capaz de adherirse a la mucosa vaginal. La naturaleza mucoadhesiva de la
composicién prolonga el tiempo de residencia de la composicién farmacéutica en la cavidad vaginal. Los éteres de
celulosa, tal como HPMC, son polimeros tipicamente mucoadhesivos.

La composicion farmacéutica para uso de la invencién puede comprender o consistir en una pelicula
mucoadhesiva, un gel o un sistema precursor liquido cristalino gelificante mucoadhesivo in situ.

La composicién farmacéutica para uso puede comprender ademés uno o mas excipientes farmacéuticamente
aceptables. Los excipientes farmacéuticamente aceptables que pueden incluirse en las composiciones
farmacéuticas de la presente invencidn incluyen, por ejemplo, tensoactivos fisiolégicamente tolerables, disolventes,
emolientes, colorantes, fragancias, gelificantes, emulsionantes, agentes amortiguadores, aglutinantes,
antioxidantes, desintegrantes, agentes suspensores, agentes quelantes y similares, que son bien conocidos en la
técnica. Los posibles excipientes figuran en la Tabla Il de “Compendium of Pharmaceutical Excipients for Vaginal
Formulations”, S. Garg et al, Pharmaceutical Technology Drug Delivery 2001.

La composicion farmacéutica puede estar exenta de conservantes; por ejemplo, la composicién puede contener
menos de 0,1 % p/v de conservantes.

La composicion farmacéutica puede comprender ademas uno 0 mas agentes terapéuticos adicionales. El uno o
mas agentes terapéuticos adicionales pueden seleccionarse entre un antibiético, un agente antibacteriano, un
agente antifingico, un agente antiparasitario, un agente antivirico, un agente antiséptico y un agente
antiinflamatorio.

El uno o méas agentes terapéuticos adicionales pueden seleccionarse entre:

agentes antibacterianos, tales como C31G, trimetoprima, sulfametoxazol y cloromicetina;

agentes antisépticos, tal como gluconato de clorhexidina;

agentes antibiéticos, tales como eritromicina, penicilinas, cefalosporinas y sus derivados, ampicilina, meticilina y
doxiciclina;

agentes antiinflamatorios, tales como naproxeno, indometacina e hidrocortisona;

agentes antiparasitarios, tal como tiabendazol,

agentes antiprotozoarios, tales como metronidazol y clorhidrato de cloroquina;

agentes antivirales, tales como sulfato de dextrano y otros polisacaridos sulfatados, escualamina y vidarabina;

y agentes antifingicos, tales como ketoconazol, flucitosina, itraconazol, anfotericina B, nistatina, nitrato de
butoconazol y clotrimazol.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un método para la prevencién o el tratamiento de una condicién
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asociada a una reduccidén del numero de lactobacilos en la vagina de un sujeto en relacién con un sujeto sano,
comprendiendo el método el paso de administrar a un sujeto que lo necesite una composicién farmacéutica como
la definida anteriormente.

El sujeto puede ser un animal humano o no humano.

En una realizacion de la composicién farmacéutica para uso o método de la invencidn el uso o método comprende
proporcionar un aumento en el nimero de lactobacilos en la vagina del sujeto en relacién con un sujeto no tratado
con la condicién. En una realizacién, el aumento del nimero de lactobacilos se consigue durante un periodo de al
menos 48 horas, opcionalmente 72 horas. En una realizaciéon de la composicién farmacéutica para uso o método
de la invencién el uso o método comprende restaurar el nimero de lactobacilos en la vagina a un nivel normal, es
decir, restaurar el nimero de lactobacilos en la vagina del sujeto a un nimero de lactobacilos encontrado en un
sujeto sano. El numero de lactobacilos en un sujeto sano depende del paciente, pero una mujer premenopausica
sana puede tener 107-10% UFC de lactobacilos mL™" de flujo vaginal.

Los métodos para medir el nUmero de lactobacilos en la vagina se han discutido anteriormente y serian conocidos
por un experto en la técnica. Por ejemplo, se puede tomar una torunda de la vagina del sujeto y utilizarla para
inocular un medio adecuado para el crecimiento de los lactobacilos. Tras la incubacion, las bacterias que crecieron
se cultivan en placas especificas para lactobacilos y se incuban durante un periodo de tiempo adecuado. A
continuacién, se cuenta el nimero de colonias bacterianas. El nimero de lactobacilos se expresa tipicamente en
unidades formadoras de colonias (UFC). Los lactobacilos pueden ser lactobacilos enddgenos, es decir,
normalmente presentes en la vagina de un sujeto que esté sano. Se entendera que la microflora vaginal puede
variar significativamente entre individuos, y puede haber una variaciéon significativa en el nimero y tipo de
lactobacilos y otros microorganismos presentes en la cavidad vaginal entre individuos. Sin embargo, los
lactobacilos pueden comprender Lactobacillus gasseri, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus paracasei,
Lactobacillus salivarius, Lactobacillus johnsonii o combinaciones de los mismos.

La condicion que debe prevenirse o tratarse suele ser una infeccién vaginal, una inflamacién vaginal o sus
complicaciones. La condicién puede ser una infeccidén vaginal recurrente o una inflamacién vaginal. Una infeccién
o inflamacién vaginal recurrente es aquella en la que los sintomas reaparecen a pesar de la reduccién o eliminacién
inicial de los sintomas, por ejemplo, los sintomas de infeccién o inflamacién reaparecen al cabo de uno, dos o tres
meses. Una infeccién puede reaparecer debido a que, aunque la poblacién de bacterias patégenas se reduzca
significativamente tras un tratamiento inicial, permitiendo el rebrote de las bacterias beneficiosas, tales como los
lactobacilos, las bacterias patégenas no se eliminaran por completo y volveran a crecer con el tiempo, provocando
una reaparicién de la infeccion.

La composicién de la invencién es especialmente adecuada para tratar infecciones recurrentes porque se entiende
que favorece el rebrote de cualquier lactobacilo, no sélo los que son tolerantes al acido, tales como los que se
encuentran tras el tratamiento con las composiciones farmacéuticas que contienen acido lactico de la técnica
anterior. Al favorecer el rebrote de un rango mas amplio de lactobacilos, el rebrote de bacterias patégenas o
levaduras es menos probable, lo que previene la reaparicién de una infeccién, tal como VB o candidiasis
vulvovaginal.

La composicion farmacéutica puede utilizarse para prevenir o tratar las complicaciones de la infeccién vaginal o la
inflamacién vaginal, tal como el parto o nacimiento prematuro, el parto de un feto muerto, la infeccién vaginal o la
inflamacién vaginal posparto. Es bien sabido que las infecciones vaginales, tal como la VB, proporcionan un mayor
riesgo de parto prematuro, nacimiento, muerte fetal, aborto espontaneo en el primer trimestre, opcionalmente en
mujeres sometidas a FIV, infeccién del liquido amniético, corioamnionitis, endometritis tras el parto o el aborto,
infecciones tras la histerectomia, enfermedad inflamatoria pélvica e infeccién/inflamaciéon posparto (véase, por
ejemplo, Romero, R. et al. (2001). "The role of infection in preterm labour and delivery," Journal of Pediatric and
Perinatal Epidemiology, 15(2), pp.41-56., Warr AJ, et al, "Sexually transmitted infections during pregnancy and
subsequent risk of stillbirth and infant mortality in Kenya: a prospective study", BMJ 2018;0:1-7.
doi:10,1136/sextrans-2018-053597, Baqui et al, "Prevalence of and risk factors for abnormal vaginal flora and its
association with adverse pregnancy outcomes in a rural district in north-east Bangladesh", Acta Obstet Gynecol
Scand. 2018;1-11, y Paavonen, J. et al, "Bacterial Vaginosis and Desquamative Inflammatory Vaginitis", N Engl J
Med 2018; 379:2246-2254).

En realizaciones preferidas de la invencién, la condicién que debe prevenirse o tratarse es vaginosis bacteriana,
vaginitis, candidiasis vulvovaginal o infeccién por estreptococos del Grupo B.

En las realizaciones de la composicién de uso o método de la invencién la condiciéon a prevenir o tratar estéa
asociada con un aumento del nimero de bacterias patdégenas, opcionalmente bacterias Gardnella vaginalis o
levaduras en la vagina de un sujeto en relacién con un sujeto sano. Las bacterias o levaduras patégenas son
cualquier bacteria o levadura que pueda causar una enfermedad o condicién médica.

Tipicamente, la composicién farmacéutica es adecuada para la administracién intravaginal. La composicién
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farmacéutica puede administrarse mientras el paciente esta en decubito supino, normalmente por la noche.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona un método para preparar una composicién
farmacéutica, en donde el método comprende:

(a) calentar el agua a aproximadamente 80 °C

(b) afadir gradualmente un derivado de la celulosa al agua calentada bajo agitacion en una cantidad que
proporcione una disolucién acuosa que contenga de 2 a 5 % p/v del derivado de la celulosa

(c) enfriar la disolucién acuosa para formar un gel

(d) proporcionar por separado una disolucién acuosa de glucégeno entre 1y 5 °C;

(e) mezclar el gel con la disolucidén acuosa de glucégeno para obtener la composicién farmacéutica, en donde la
composicién farmacéutica comprende de 1,3 a 1,7 % p/v de glucdgeno, opcionalmente de 1,4 a 1,6 % phv,
opcionalmente aproximadamente 1,5 % p/v.

El derivado de celulosa puede ser cualquier derivado de celulosa descrito anteriormente, por ejemplo, HPMC. La
agitacion se consigue normalmente agitando la disolucién, por ejemplo, con un agitador magnético. En el paso (e),
el mezcla es muy lento, o es un mezclado gradual del gel con la disolucién acuosa de glucdgeno. El producto
directo del método es una realizacidén preferida de la composicién utilizada en la composicién farmacéutica para
su uso en un método de tratamiento de la invencién. La invencién se describird a continuacién mediante ejemplos,
que tienen por objeto ayudar a un experto en la técnica a llevar a cabo la invencién y no pretenden en modo alguno
limitar el alcance de la misma.

Ejemplo 1

Este estudio se bas6 en una variacién dentro del sujeto, por lo que sélo se inscribié a un paciente en el estudio
tras completar los cuestionarios de cribado y dar su consentimiento. La paciente fue diagnosticada con VB
utilizando tres de los criterios de Amsel (prueba de Whiff positiva, secrecién homogénea de color blanco grisaceo
y presencia de células clave). Este método es bien conocido por un experto en la técnica. Se tomé un hisopo del
paciente y se inocul6 en flujo vaginal artificial (AVF) en donde la fuente de carbono se sustituyé por glucégeno.

Formulacién en gel

El gel se preparé con las siguientes concentraciones de glucdgeno, 0, 0,5, 1,0, 1,5y 5 % p/v en frascos de vidrio
de 100 ml para medios. En este método se utilizaron tanto procesos frios como calientes de fabricacién de gel, en
los que se calentaron 60 mL de agua a 80 °C a los que se afiadieron gradualmente 2,5 g del polimero semisintético,
hidroxipropil metilcelulosa (HPMC) (Metolose® 90SH-400) mientras se agitaba continuamente la disolucién en un
agitador magnético de placa caliente. Se afiadié glucégeno a un matraz aforado de 20 mL en las cantidades
relativas y se enrasé con agua fria, colocandose también en un agitador magnético. A continuacién, se mezclé el
gel formulado y se dej6 enfriar a temperatura ambiente. A continuacién, se afiadié el glucdgeno disuelto a la
muestra de gel y los 20 mL restantes de agua fria también se afiadieron gradualmente. A continuacién, se
etiquetaron todas las muestras, se esterilizaron en autoclave y se introdujeron en el refrigerador.

Preparacién del medio de crecimiento bacteriano

Se prepararon 3 L (144 agares) de Agar Rogosa afiadiendo 20,5 g del medio de cultivo en 6 frascos de vidrio de
500 mL a los que se afiadié 1,3 mL de acido acético glacial, antes de enrasar hasta 250 mL con agua destilada. A
continuacién, las muestras se introdujeron en el autoclave antes de verterlas en las placas en condiciones estériles.

Preparacién del flujo vaginal artificial

Se prepararon dos flujos vaginales artificiales (AVF), uno que contenia carbono (control) y otro que no. Se
prepararon 300 mL del AVF que no contenia carbono afiadiendo las cantidades relativas de ingredientes indicadas
en la tabla 1 y enrasadndo hasta 300 mL con agua destilada. El mismo procedimiento se llevé a cabo para el
segundo AVF, pero en 100 mL con la adicidén de la cantidad de carbono indicada en la Tabla 1, antes de introducir
ambos flujos en el autoclave. Dentro de una campana de humos estéril, se afiadieron 10 mL del AVF de control a
ocho tubos de muestras Sterilin, se etiquetaron y se colocaron en el refrigerador. A continuacién, se afiadieron
también 5 mL del segundo AVF a ocho tubos diferentes para cada concentracién de glucégeno, incluyendo el
blanco, antes de afiadir 5 mL de la concentracidn correspondiente de los geles preparados, etiquetarlos y colocarlos
en el refrigerador.

Tabla 1. Cantidades relativas de los ingredientes utilizados para preparar ambos AVF
Ingrediente Cantidad (g) por 300mL Cantidad (g) por 100mL
Peptona 15 0,5
: Extracto de levadura 0,75 0,25
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Tabla 1. Cantidades relativas de los ingredientes utilizados para preparar ambos AVF
Ingrediente Cantidad (g) por 300mL Cantidad (g) por 100mL
Acetato de sodio 0,75 0,25
Fosfato dipotasico 0,3 0,1
Sulfato de amonio 0,3 0,1
Sulfato de magnesio 0,03 0,01
Fuente de carbono - 1,5

Subcultivo de muestras bacterianas

Los hisopos extraidos de pacientes diagnosticados positivamente con VB mediante tres de los criterios de Amsel
(prueba de Whiff positiva, secrecibn homogénea de color blanco grishceo y presencia de células clave) se
incubaron en un caldo que contenia un 1,5 % p/v de glucdégeno y glucosa durante 3-4 dias anaerbbicamente a 37
°C para favorecer el crecimiento de las cepas bacterianas de Lactobacilli. A continuacién, se inoculé una muestra
de 10 pL en tres placas especificas para lactobacilos y se incubé anaerébicamente durante 3-4 dias adicionales.

Subcultivo en muestras de gel, colocacién en placas y recuento de colonias

Se inocularon diferentes colonias de las colonias bacterianas cultivadas en cada uno de los caldos de control que
contenian carbono utilizando un bucle de inoculaciéon de 10 yL y se incubaron durante 3 dias anaerébicamente. A
continuacién, se inocularon 10 pL de las bacterias cultivadas en los 5 caldos de muestras de gel, incluyendo el
blanco, y se incubaron durante 4 dias. A continuacién, las bacterias crecidas se cultivaron en placas especificas
para lactobacilos colocadas por triplicado para cada concentraciéon de gel y se incubaron durante 3 dias en
anaerobiosis antes de ser contadas.

Recuentos de colonias bacterianas

Todas las colonias bacterianas cultivadas se contaron en un contador de colonias Stuart SC6. La Figura 1 muestra
el promedio de los recuentos bacterianos para cada concentracién de glucégeno en gel, obtenidos a partir de las
ocho colonias inoculadas a partir de los hisopos de los pacientes. Es evidente que la concentracion de glucégeno
con el recuento bacteriano més elevado es del 1,5 % p/v; este resultado es consistente con las ocho colonias. Las
barras de error de desviacién estdndar muestran también la desviacién de cada recuento bacteriano respecto al
valor medio (valor verdadero).

Se realizé una prueba de analisis de varianza (ANOVA) para determinar la desviacién entre los recuentos y si la
variable (concentracién de gel) tiene o no un efecto sobre los recuentos bacterianos. Cuando el valor f es mayor
que el valor critico f, se rechaza la hipétesis nula. La hipétesis nula es que la variable tiene un efecto sobre el
recuento de colonias bacterianas. Cuando se rechaza la hipbtesis nula, debe aceptarse la hipétesis alternativa,
que es que la variable no tiene efecto sobre el recuento de colonias. Se comprobé que para las colonias uno, dos,
tres y seis, el valor critico f era inferior al valor f, rechazando la hipétesis nula y aceptando la alternativa de que la
concentracién de gel no tiene efecto sobre el recuento de colonias. Por otra parte, las colonias cuatro, cinco, siete
y ocho, aceptaron todas la hipétesis nula debido a que el valor critico f fue superior al valor f, lo que sugiere que
existe una correlacién evidente entre la variable y el recuento de colonias.

Ejemplo 2

El estudio se repiti6é con 2 pacientes mas, cuyos resultados se muestran en las Figuras 2 y 3. Para los pacientes 2
y 3 se utilizé el mismo protocolo que para el paciente 1, con la excepcidn de que se cultivaron tres colonias en
lugar de ocho colonias de cada paciente, y el caldo de control inoculado se incub6 durante un periodo de tiempo
mas corto (2 dias en lugar de 3 dias). Ademas, las formulaciones probadas contenian 0, 0,5, 1, 1,5. 2y 2,5 % p/v
de glucégeno. En resumen, se inocularon diferentes colonias de las colonias bacterianas cultivadas en cada uno
de los caldos de control que contenian carbono utilizando un bucle de inoculacién de 10 pL y se incubaron
anaerdbicamente durante 2 dias (no 3 dias como en el ejemplo 1). A continuacién, se inocularon 10 UL de las
bacterias cultivadas en los 5 caldos de muestras de gel, incluyendo el blanco, y se incubaron durante 4 dias. A
continuacién, las bacterias crecidas se cultivaron en placas especificas para lactobacilos colocadas por triplicado
para cada concentracidén de gel y se incubaron durante 3 dias en anaerobiosis antes de ser contadas.

Los ejemplos 1y 2 demuestran que la composicién de la invencién que comprende glucégeno tiene la capacidad
de restaurar la flora vaginal, en donde la composicién que comprende 1,5 % p/v de glucégeno logra los recuentos
méas altos de la especie bacteriana que tipicamente domina el entorno vaginal en mujeres sanas, Lactobacillus. El
restablecimiento de esta especie bacteriana esta asociado al tratamiento de la VB y, por lo tanto, las composiciones
de la invencién que comprenden de 1,3 a 1,7 % p/v de glucégeno, éptimamente 1,5 % p/v de glucégeno, pueden
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proporcionar un tratamiento no antibiético eficaz de la VB y otras infecciones e inflamaciones vaginales. Puede
observarse en las Figuras 1 a 3 que las composiciones de la invencién que comprenden 1,5 % p/v de glucégeno
proporcionan un recuento de lactobacilos mucho mayor que las composiciones fuera del alcance de la
reivindicacién que comprenden 0,5, 1,0, 2,0, 2,5 0 5,0 % p/v de glucégeno. Sin desear limitarse a ninguna teoria
particular, se entiende que un 1,5 % p/v de glucdégeno proporciona una concentraciéon dptima de glucégeno tal que
actla como fuente de carbono para los lactobacilos, favoreciendo su crecimiento. A concentraciones mas bajas,
por ejemplo, 1 % p/v de glucdégeno, la concentracién de carbono no es suficiente para favorecer un buen
crecimiento del Lactobacillus. Concentraciones més altas, por ejemplo, 2 % p/v de glucégeno, 0 2,5 a 17 pN%
como se divulga en EP1072269 pueden inhibir realmente el crecimiento bacteriano.

Ejemplo 3 - Comparacion con la composicion disponible en el mercado (gel para VB Canesbalance®)
Materiales y métodos

Valoracién microbiolégica del rendimiento de los pesarios in vitro: Se tomaron dos hisopos vaginales de lados
opuestos de la vagina de cada paciente. A continuacién, se inocularon los dos hisopos vaginales en 10 mL de
liquido de simulacién vaginal o, 5 mL de liquido de simulacién vaginal en donde la fuente de carbono se habia
sustituido por 5 mL de la composicién pesaria de la invencién (formulaciéon en gel del Ejemplo 1 que comprende
1,5 % p/v de glucégeno). El liquido de simulacidén vaginal o flujo vaginal artificial se ha descrito previamente en
D.H. Owen y D.F. Katz, “A Vaginal Fluid Simulant”, Contraception, 1999; 59; 91-95, y M. S. J. Tomas y M. E. Nader-
Macias, “Effect of a medium simulating vaginal fluid on the growth and expression of beneficial characteristics of
potentially probiotic lactobacilli’, Communicating Current Research and Educational Topics and Trends in Applied
Microbiology, 2007.

El liquido de simulacién vaginal (o flujo vaginal artificial) contenia glucosa (ajustada a una concentracién final del
1,5 %), peptona (10,0), extracto de levadura (5,0), acetato de sodio (5,0), fosfato dipotasico (2,0), sulfato de amonio
(2,0), sulfato de magnesio (0,2), sulfato de manganeso (0,1), Tween 80 (1 ml), pH 4,5. Ambos caldos se incubaron
anaerdbicamente y sin agitacién a 37 °C durante 72 horas. A continuacién, los caldos se subcultivaron en agar de
seleccién de lactobacilos (agar Rogosa). Tras 96 horas de incubacién anaerébica a 37 °C, se comparé el nUmero
de colonias visibles en las placas de agar. Sélo los lactobacilos pueden crecer en el agar Rogosa y esto se confirmé
mediante microscopia éptica de las colonias tefiidas con Gram, que dieron una morfologia consistente con los
lactobacilos. El nUmero de bacterias recuperadas tras la incubacion inicial en el liquido de simulacién vaginal dara
una indicacién del numero de lactobacilos residuales presentes durante la enfermedad activa de la VB.
Esperabamos que el nimero de bacterias recuperadas tras la incubacién inicial en el liquido de simulacién vaginal,
en donde la fuente de carbono fue sustituida por el pesario, mostraria un desplazamiento hacia un mayor nimero
de Lactobacillus spp. si el glucdgeno actuaba como prebibtico en la formulacidn del pesario.

Resultados

La tabla 2 que figura a continuacién muestra el nimero de bacterias recuperadas tras 96 horas de incubacién en
medios especificos para lactobacilos tras el pretratamiento de los hisopos durante 72 horas en flujo vaginal artificial,
nuestra formulacién o la marca lider del mercado Canesbalance®.

El flujo vaginal artificial contiene glucosa como la Unica fuente de carbono, por lo que deberia permitir el crecimiento
de todos los tipos de bacterias muestreadas de la paciente, incluyendo los lactobacilos. Nuestra formulacion
contiene glucégeno como Unica fuente de carbono y sélo deberia fomentar el rebrote de la poblacién residual de
lactobacilos, si esta poblacién aln existe en la flora vaginal enferma. Canesbalance® contiene glucégeno (y acido
lactico) y deberia, al igual que nuestra formulacion; actuar como prebiético para favorecer el rebrote de los
lactobacilos residuales.

Los resultados muestran que se recuperaron significativamente (p<0,05) més lactobacilos tras la preincubacién de
los bastoncillos en la formulacién de sélo glucégeno de la invencién en comparacién con el flujo vaginal artificial vy,
sorprendentemente, Canesbalance®. Esto sugiere que la formulacién de la invencién puede fomentar un rebrote
significativo de los lactobacilos que permanecen durante un episodio de enfermedad. La escasa variacién de los
resultados entre pacientes era la esperada de una poblacién de pacientes seleccionada aleatoriamente, lo que
sugiere que la mayoria de los pacientes responderian de la misma manera si se utilizara nuestra formulacién como
un tratamiento.

Tabla 2
: Ndmero medio de lactobacilos n=3 (10* x UFC mL™)
Numero de paciente Flujo vaginal artificial Formulacién de sdlo glucégeno
1 0,2 3,6
2 : 06 : 3,7
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: Ndmero medio de lactobacilos n=3 (10* x UFC mL™)
Numero de paciente Flujo vaginal artificial Formulacién de sdlo glucégeno
3 0 1,1
4 0 1,1
Promedio 0,2 2,4
'''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''' Canesbalance® | Formulacién de s6lo glucégeno
—— e 33 .............................................
""""""""""""""" 6 i 0 a2
"""""""""""""""" 7 .o e
O O §——
"""""""""""""""" s . o o0
10 b o o
"""""""""""""" no . 0o 0
2 o 38
"""""""""""""" B3 0 a2
e O §——
15 0 1.4
16 0 4,2
17 0 10,4
18 0 9
Promedio 0 2,7

Ejemplo 4 - La adicidén de acido lactico inhibe el crecimiento de lactobacilos

Se preparé una formulacién de gel de acuerdo con el Ejemplo 1 que comprendia 1,5 % p/v de glucégeno. Se
prepar6 una formulacién de gel comparativa de acuerdo con el Ejemplo 1 que contenia 1,5 % p/v de glucégeno,
pero con la adicién de acido lactico a una concentraciéon de 225 mg por 5 mL. La formulacién comparativa tenia un
pH de 3,5. La formulacién comparativa tenia la misma concentracion de acido lactico y el mismo pH que el producto
comercial Canesbalance®. La tabla 3 demuestra que la adicién de acido lactico a la formulacion de la invencidn
inhibe el crecimiento de lactobacilos.

Tabla 3 Ndmero medio de lactobacilos n=3 (10* x UFC mL™)
......... NumerodeFormulac|ondesologlucogenoFormulac|ondesologlucogeno+ac|do
paciente (invencién) lactico
""""""""" 21 . 29 o3
""""""""" 2 23 L 0
""""""""" 3 . 39 0

Ejemplo 5 - Fuente de carbono bacteriana

Los hisopos se incubaron en liquido de simulacidén vaginal o en liquido de simulacién vaginal en combinacién con
la formulacién en gel de la invencidn (1,5 % p/v de glucdégeno), y los caldos se depositaron en agar sangre y se
incubaron aerébicamente durante 72 horas a 37 °C (el agar sangre favorece la proliferacién de la mayoria de las
bacterias, incluyendo las bacterias asociadas a la VB; se utilizaron condiciones aerébicas porque es poco probable
que crezcan lactobacilos, pero cualquier colonia que mostrara signos de hemdlisis alfa de se excluyé de los
recuentos como posible lactobacilo). Si los recuentos bacterianos fueran mas altos para la formulacién de la
invencidén que para el control, esto sugeriria que otras bacterias estaban utilizando la formulacién de la invencién
como una fuente de carbono y compitiendo con los lactobacilos (es decir, no siendo inhibidas por los lactobacilos).
No fue asi, y la tabla 4 muestra que el nimero medio de bacterias fue inferior en presencia de la formulacién de
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gel de la invencién que en el control, lo que significa que las bacterias distintas de los lactobacilos no estaban
utilizando la formulacién de la invencién como una fuente de carbono.

Tabla 4
§Agar de sangre gMedia n=3 (10* x UFC mL"")
%Nt’lmero de paciente §Control Formulacién de sdlo glucégeno (invencién)
24 2,7 0,7
25 41 37

Ejemplo 6 - Pardmetros fisicoquimicos indicativos de que la formulacién de la invencién favorece el recrecimiento
de lactobacilos

La Tabla 5 indica que la administracién de la formulacién en gel de la invencién que contiene 1,5 % p/v de glucégeno
produce mejoras en el pH vaginal, la concentracién de acido lactico y la concentracién de peréxido de hidrégeno
en relacidn con la administracién de una formulacién de control.

............................................................................................................ Taba S
Concentracién de acido D- | Concentracion de peréxido de
pH (> 4,5 indica VB) lactico mM (saludable ~ 100 : hidrégeno uM (saludable ~ 100
: Namero M M
de m) ............................... .................................. p ..... ) ...................................
.paciente Fc’>rmulaci’on de Formulaci’on de sélo Formulacién de sélo
: Control | sélo glucégeno Control ; glucégeno :Control ; p - g
: - ) : . g ! i glucdégeno (invencidn)
‘ (invencién) : (invencién)
24 | 55 | 4,2 0o | 45 0 0
25 52 | 38 225 90 o0 88

Ejemplo 7 - Alteracién de la poblacién bacteriana vaginal

Las Figuras 4A y 4B muestran un grafico circular de las proporciones relativas de las especies bacterianas en la
vagina de una paciente (4A) antes del tratamiento con la composicién de la invencién y (4B) después del
tratamiento con la composicién de la invencién segun lo determinado por la secuenciacién de amplicones de la
regién hipervariable V1/V2 del gen ARNr 16 S bacteriano (Ravel J, et al. Microbioma vaginal de mujeres en edad
reproductiva (Proc Natl Acad Sci USA. 2011;108:4680-4687. doi: 10,1073/pnas.1002611107). Puede observarse
que la proporcidn de lactobacilos aumenta de 71,4 % (pretratamiento) a 85,4 % (postratamiento). La proporcién de
enterococos disminuye de 24,7 % (pretratamiento) a 12,9 % (postratamiento).

Ejemplo 8 - Tratamiento de la infeccién por estreptococos del Grupo B en pacientes embarazadas

Se recluté a pacientes embarazadas de las que se sabia que estaban colonizadas por estreptococos del Grupo B.
El método de deteccidén del transporte de estreptococos del Grupo B siguié las normas del Reino Unido para las
investigaciones microbiolégicas, Public Health England: Bacteriology B 58 Issue no: 3,1 Fecha de emisién:
26,06,18 - como se muestra en la Tabla 6 a continuacioén.

Los resultados de los recuentos de colonias dependientes del cultivo de estreptococos del Grupo B (GBS)
procedentes de hisopos incubados en el caldo LIM de control frente al caldo LIM més 1,5 % p/v de glucégeno
figuran en la Tabla 7. Se contaron las colonias después de la incubacién en agar cromogénico y los resultados de
10 de las 12 pacientes muestran una reduccién significativa (p< 0,05) en el niumero de hisopos incubados en la
formulacién de la invencién que contiene 1,5 % p/v de glucégeno, lo que proporciona pruebas de que habria una
reduccién en el transporte de GBS en mujeres embarazadas si la formulacién de la invencién se utiliza como
tratamiento.

.............................................................................................................. TaDa G
Incubacién éCuItivos Organismo(s)
Detalles  : ¢ leidos objetivo
‘ clinicos / Muestra Medios estandar [ s s ......................................................
§Cond|C|ones Teorcnpg Atmos §Tiempo§

iTransporte de Hisopos Caldo LIM (5mL)T: Caldo
‘estreptococos | vaginales y | Todd-Hewitt suplementado {35-37 {5 % CO» {18-24h{ N/A
del Grupo B ianorrectales con 10 pg/mL de colistina - : : :
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Incubacién éCuItivos Organismo(s)
Detalles | leidos objetivo
i clinicos/ | Muestra | Medios estandar o s s e
Condiciones | Teorcnpg Atmos Tiempo |
bajos 0 8 ug/mL de gentamicina y
maternos 15 pg/mL de 4cido
: nalidixico
Postenormer:e, subcultivo . . 18-24 h
““““““““ o 36,37 15,9 COR 1 24-48 h
gar de sangre {
o """"""""""""""""" """ 48hr """ Estreptococos
e e R e del Grupo B
: Agar selectivo
------------------------------------------------------------- 35-37 i:Ambiente i124-48 h : 18-24 h
0 : : ‘
““““““ Agar cromogénico  35-37 Ambiente 1 24-48 h | 1824 h

ﬁTEI frasco debe contener un volumen de caldo suficiente para cubrir los hisopos

‘ Tabla 7 Ndmero medio de colonias de GBS n=9 (10* x UFC mL"")
No. de paciente Control Formulacién de la invencién
: 1 4,7 0,29

2 ' 2,7 0,6

3 49 22

4 0,85 0,4

5 0,46 0,11

6 5,22 ' 2,35
o a3 188
"""""""""" 8§ .28 gz
9 as 19
"""""""""" 0 L a3 4aps
"""""""""" M o086 . o4
2 223 214

Para cada uno de los pacientes del 1 al 10, P <0,05.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicidén farmacéutica para su uso en la prevencién o el tratamiento de una condicidén asociada a una
reduccién del nimero de lactobacilos en la vagina de un sujeto en relacién con un sujeto sano, en donde la
composicién comprende de 1,3 a 1,7 % p/v de glucdégeno y menos de 0,1 % p/v de acido lactico, opcionalmente
en donde la composicién no contiene acido lactico.

2. La composicién farmacéutica de conformidad con la reivindicacién 1, que comprende ademas agua y un
derivado de la celulosa, opcionalmente en donde la composicion comprende de 94 a 97 % p/vde aguayde2a
% p/v de un derivado de la celulosa, en donde el derivado de la celulosa es cualquier polimero que comprende
celulosa.

3. La composicidén farmacéutica de conformidad con cualquier reivindicacién anterior para el uso de acuerdo con
cualquier reivindicacién anterior, en donde la composicién comprende un hidrogel acuoso que comprende un
derivado de celulosa, en donde el derivado de celulosa es cualquier polimero que comprende celulosa.

4. La composicion farmacéutica de conformidad con cualquier reivindicacién anterior para el uso de acuerdo con
cualquier reivindicacién anterior, en donde la composicién comprende de 1,4 a 1,6 % p/v de glucdgeno,
opcionalmente aproximadamente 1,5 % p/v de glucégeno, opcionalmente en donde el glucégeno se puede obtener
de una fuente animal, ademas opcionalmente en donde el glucégeno es de ostra, mejillén o bovino.

5. La composicién farmacéutica de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4 para el uso de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, en donde el derivado de celulosa es un éter de celulosa, opcionalmente
en donde el éter de celulosa es metilcelulosa (MC) hidroxipropil metilcelulosa (HPMC), etilcelulosa (EC),
hidroxietilcelulosa (HEC), carboximetilcelulosa de sodio (NaCMC), o combinaciones de las mismas, ademas
opcionalmente en donde el éter de celulosa es hidroxipropil metilcelulosa.

6. La composicion farmacéutica de conformidad con cualquier reivindicacién anterior para el uso de acuerdo con
cualquier reivindicacién anterior, en donde el pH de la composicién es de 5,7 a 6,7, opcionalmente en donde el pH
de la composicién es de 6,0 a 6,2.

7. La composicidén farmacéutica de conformidad con cualquier reivindicacién anterior para el uso de acuerdo con
cualquier reivindicacién anterior que se presenta en forma de hidrogel y/o pesario vaginal.

8. La composicidn farmacéutica de conformidad con cualquier reivindicacién anterior para el uso de acuerdo con
cualquier reivindicacion anterior, que es mucoadhesiva, opcionalmente en donde la composicién comprende una
pelicula mucoadhesiva, un gel o un sistema precursor cristalino liquido gelificante in situ mucoadhesivo.

9. La composicién farmacéutica de conformidad con cualquier reivindicacién anterior, que comprende ademas uno
0 mas excipientes farmacéuticamente aceptables y/o comprende ademés uno o méas agentes terapéuticos
adicionales, opcionalmente en donde el uno o mas agentes terapéuticos adicionales se seleccionan entre un
antibiético, un agente antibacteriano, un agente antifungico, un agente antiparasitario, un agente antiviral, un
agente antiséptico y un agente antiinflamatorio.

10. La composiciéon farmacéutica para uso de conformidad cualquier reivindicaciéon anterior, en donde el uso
comprende proporcionar un aumento del nimero de lactobacilos en la vagina del sujeto en relacién con un sujeto
no tratado con la condicién, opcionalmente en donde el aumento del nimero de lactobacilos se consigue durante
un periodo de al menos 48 horas y/o en donde el uso comprende restaurar el nimero de lactobacilos en la vagina
a un nivel normal.

11. La composicién farmacéutica para uso de conformidad con cualquier reivindicacién anterior, en donde el uso
comprende alcanzar un pH normal de la vagina del sujeto de 3,8 a 4,5.

12. La composiciéon farmacéutica para uso de conformidad con cualquier reivindicaciéon anterior, en donde la
condicidén que debe prevenirse o tratarse es una infeccién vaginal, una inflamacién vaginal o una complicacién de
las mismas, opcionalmente una infeccién o inflamacién vaginal recurrente, ademas opcionalmente en donde la
complicacién es parto prematuro, parto de un feto muerto, infeccién vaginal posparto o inflamacién vaginal, ademas
opcionalmente aun en donde la condicién que debe prevenirse o tratarse es vaginosis bacteriana, vaginitis,
candidiasis vulvovaginal o infeccién por estreptococos del Grupo B.

13. La composicién farmacéutica para uso de conformidad con cualquier reivindicacién anterior, en donde el sujeto
a tratar estd embarazada.

14. La composiciéon farmacéutica para uso de conformidad con cualquier reivindicaciéon anterior, en donde la
condicién que debe prevenirse o tratarse estad asociada con un aumento del nimero de bacterias patégenas o
levaduras en la vagina de un sujeto en relacién con un sujeto sano, opcionalmente bacterias Gardnerella vaginalis
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o Streptococcus del Grupo B o una especie de levadura Candida, opcionalmente Candida albicans.

15. La composicién farmacéutica de conformidad cualquier reivindicacién anterior para el uso de acuerdo con
cualquier reivindicacién anterior, en donde la composicién es adecuada para la administracién intravaginal.
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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FIGURA 4

(A) Pretratamiento — Composicién promedio

21



	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 - DESCRIPTION
	Page 15 - DESCRIPTION
	Page 16 - CLAIMS
	Page 17 - CLAIMS
	Page 18 - DRAWINGS
	Page 19 - DRAWINGS
	Page 20 - DRAWINGS
	Page 21 - DRAWINGS

