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DESCRIPCION
Utilizacion de ésteres de alquilglucésido como inductores de beta-defensinas.

La presente invencién se refiere a unos ésteres de alquilglucésido como principios activos que provocan un
reequilibrio de la flora comensal de la piel y de las mucosas y/o una disminucién de la adhesién de los
microorganismos patégenos sobre el tejido epitelial por induccién de la expresién de péptidos antimicrobianos
enddgenos, para su utilizaciébn en una composicion tépica dermatoldégica o dermocosmetoldgica destinada al
tratamiento preventivo o curativo de las afecciones microbianas.

En el marco de la presente invencion, los productos a base de "mono- o di-éster de alquilo de a,B-butilglucésido” se
utilizan para desencadenar una reacciéon inmune en un organismo hospedante por generacion in vivo de péptidos
antimicrobianos endoégenos, de la familia de las B-defensinas (hBD-2, hBD-3) y de las catelicidinas (LL-37),
protectores frente a infecciones por microorganismos vivos tales como los virus encapsulados, las bacterias o los
parasitos, que conducen asi a la eliminacién selectiva del o de los agentes patdgenos. Estos productos no
estimulan, de manera concomitante o separada, unas reacciones inflamatorias, una irritacion o una intolerancia.

Estos productos pueden ser utilizados a titulo preventivo (tratamiento profilactico) o curativo (tratamiento terapéutico)
durante infecciones de los tejidos epiteliales cutaneos y cérneos, de las mucosas gingivales y vaginales, con el fin de
reequilibrar la microflora y favorecer la homeostasis epitelial durante fenémenos infecciosos durante los cuales se
alteran los procesos de cicatrizacién.

La utilizacion de ésteres de alquilglucésido segun la presente invencién esta mas particularmente destinada a la
preparacion de una composicion topica dermatolégica o dermo-cosmetolégica destinada al tratamiento de la
dermatitis atopica, destinada a favorecer la homeostasis epitelial para el tratamiento de afecciones oftalmicas, para
el tratamiento de afecciones gingivales o también para favorecer la homeostasis epitelial en el tratamiento de
afecciones vaginales.

Se conocen unas composiciones dermatologicas que comprenden un polisacarido y un sacarido de bajo peso
molecular que actan en sinergia, para tratar las dermatosis de contacto (US n° 5.837.266 y US n° 5.888.520).

Las interfaces epiteliales de los vertebrados superiores tienen una importancia estratégica evidente, ya que se trata
del sitio de primer contacto de un organismo con el entorno microbiano antigénico. Los epitelios escamosos
estratificados funcionan como "barrera" frente a los traumatismos mecanicos, a la pérdida de piel y a las infecciones
microbianas. Para comprender esta funcién, sélo se pueden aislar estos epitelios de su entorno fisico, tal como la
estanqueidad conferida por los sistemas de adhesién inter-celulares (Presland & Dale, 2000), pero también quimico
0 microbiano.

Asi, el epitelio desempena paralelamente un papel activo en las defensas inmunitarias del hospedante, activadas
durante las agresiones exdgenas y en particular en la inmunidad innata o natural, que constituye una primera linea
de defensa, caracterizada por una respuesta inmediata y no especifica. Uno de los mecanismos es la induccién por
las células epiteliales de 6rganos tales como la piel, los bronquios, los intestinos, las vias urinarias, el 0jo, el aparato
genital, de compuestos antimicrobianos de naturaleza peptidica (véase Koczulla y Bals, 2003; Yang D., et al. 2004).
Estos péptidos producidos por las células epiteliales funcionarian en una cierta medida manteniendo la flora natural
de los microorganismos en un estado de equilibrio apropiado a cada nicho ecolégico. La microflora comensal
desempefia en efecto un papel importante en este entorno, limitando la colonizacién por gérmenes patégenos y
estimulando las defensas naturales inmunitarias.

Estan repartidos en cuatro grupos en base a su tamafo, su secuencia en aminoacidos y su estructura (Koczulla &
Bals, 2003). Entre estos grupos:

= |a familia de las defensinas es objeto de investigaciones importantes desde finales de los afios 90 (véanse
Gantz, 1999; Huttner & Bevins, 1999). Todas las defensinas son unos péptidos policatidnicos ricos en
aminoacidos basicos, que forman tres puentes disulfuros a partir de sus seis residuos de cisteina que
conducen a una estructura en triple hoja beta. En base a la alineaciéon de estos puentes disulfuros, se han
definido dos clases de defensinas, las a y B-defensinas (Koczulla & Bals, 2003). Principalmente, se han
puesto en evidencia cuatro 3-defensinas, o bien después del aislamiento a partir de los epitelios, HBD-1 y 2
(Weinberg et al., 1998) o mediante cribado biomolecular, HBD-3 y 4 (Koczulla & Bals, 2003).

= |a familia de las catelicidinas constituye otro gran grupo de péptidos antimicrobianos encontrado en
numerosos mamiferos. Se ha puesto en evidencia un so6lo péptido de esta familia en el ser humano,
hCAP18/LL-37 (Zanetti et al., 2004). Su expresion se ha encontrado en varios tejidos epiteliales y en
particular en los queratinocitos durante patologias cutaneas de tipo inflamatorio (Frohm et al., 1997), pero
también en diversas células inmunitarias (monocitos, células NK vy linfocitos B) (Yang et al., 2004). Este
péptido estd compuesto al principio por un péptido sefal en el extremo NHz-terminal (pre-regién), por una
region conservada, el dominio tipo catelina (pro-regién) y por el dominio antimicrobiano en COOH terminal LL-
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37. La catelicidina se almacena en los granulos de los neutréfilos en forma inactiva Catelina/LL-37 y después
es escindida por la elastasa o la proteinasa 3 para liberar LL-37 (Koczulla & Bals, 2003).

En la mayoria de los epitelios, el péptido HBD-1 esta expresado constitutivamente mientras que HBD-2, HBD-3 y LL-
37 son inducibles por los estimulos pro-inflamatorios como el TNF-a o la IL1-B, los estimulos infecciosos y el nivel de
diferenciacion de los queratinocitos cutaneos (Liu et al., 2002; Frohm et al., 1997). Los receptores o PRR (Gordon,
2000) utilizados para esta induccion, encontrados mas frecuentemente son los receptores de la inmunidad innata y
en particular los receptores Toll Like o TLR (TLR2 y TLR4) y CD14 (Chung y Dale, 2004), pero también PAR-2
(Protease activated receptor) (Chung et al., 2004) que implican la activacion de las vias de sefalizacion (NF)-kB o
AP-1.

Las B-defensinas y LL-37 presentan un amplio espectro antimicrobiano: bacterias, hongos y parasitos. Su funcion
microbicida se basa en su estructura anfipatica, que permite su asociacidon con la superficie membranaria
microbiana, su agregacion y finalmente la formacién de poros (Gallo RL & Huttner KM., 1998; Zaiou et al., 2003).
HBD-2 ejerce una accioén bactericida sobre las cepas de gram negativo, pero generalmente restringida a una accién
bacteriostatica sobre las cepas de gram positivo. De forma complementaria, el péptido HBD-3 tiene una fuerte
actividad microbicida que incluye las bacterias de tipo gram negativo, pero también gram positivo tal como
Staphylococcus aureus (S. aureus) (Schibli et al., 2002). LL-37 presenta no s6lo una amplia actividad microbicida
dirigida contra las bacterias de gram negativo y positivo (Zaiou et al, 2003), sino también unos efectos
antimicrobianos sinérgicos con el de las B-defensinas, en particular HBD-2 que lo vuelven bactericida frente a S.
aureus (Ong et al., 2002).

Ademas de esta actividad antimicrobiana directa, las B-defensinas y la catelidicina LL-37 epiteliales son capaces, a
concentraciones sub-micromolares, de ejercer un cierto nimero de otras actividades de sefalizacion que conducen
a la iniciacién de las defensas inmunes adaptativas y asi servir de unién entre la inmunidad innata y adaptativa
(véase Yang D., 2002 y 2004). Asi, las B-defensinas HBD-2 y -3 son capaces de emitir una sefal quimiotactica que
permitird el reclutamiento de las células dendriticas inmaduras y de los linfocitos T de memoria, sobre el sitio de la
infeccion por medio del receptor especifico CCR6 (Yang D. et al., 1999; véase Yang D. et al., 2004). Por otra parte,
se ha demostrado que HBD-2 podia inducir la maduracién de estos linfocitos por medio de un receptor Toll-like TKR-
4 llevado por las células dendriticas (Biragyn A. et al., 2002). Por su parte, LL-37 posee unas propiedades
importantes de sefalizacién, como el quimiotactismo de las células inmunitarias, a concentraciones del orden del
nanomolar. Este péptido contribuye asi al reclutamiento de neutrdfilos, de mastocitos, de monocitos y de macréfagos
por medio del Human Formyl Peptide Receptor Like-1 (FPRL-1) (Scott et al., 2002). (Véase Yang D. et al., 2004).

Se le atribuyen otras funciones tales como una accion protectora frente a choques endotédxicos bloqueando la unién
del LPS con las células que expresan el CD14, pero también su actividad en el campo de la angiogénesis y de la
cicatrizacion (Koczulla R. et al., 2003; Véase Yang D. et al., 2004).

En el caso de ciertas patologias, las B-defensinas y LL-37 podrian evitar la colonizacion del epitelio por unos
microorganismos patégenos. Asi, estan fuertemente expresadas a nivel de lesiones psoriasicas, en las que se
detectan muy raramente, unas sobreinfecciones por unos microorganismos. Al contrario, en el caso de otras
patologias como la dermatitis atépica (DA), frecuentemente acompafada de sobreinfecciones por S. aureus por
ejemplo, estos péptidos no estan expresados (Ong et al., 2002). Asi, la ausencia o la inactivacion de la expresion de
estos péptidos puede llevar a unas sobreinfecciones al final de patologias epiteliales diversas. En este caso, siendo
la expresion enddgena de los péptidos HBD-2, HBD-3 y LL-37 potencialmente inducible a nivel de diversos epitelios
(cutaneo, gingival, nasal, vaginal, tracto respiratorio, etc.) (Kao et al., 2004; Krisanaprakornkit et al., 2002), la
estimulacién local de su sintesis se define como un objetivo potencial de la induccién de la inmunidad innata para
aportar una respuesta terapéutica en relacion con el ecosistema microbiano y la homeostasis epitelial.

En los individuos sanos, la superficie epitelial de la cavidad oral esta regularmente colonizada por diferentes cepas
de microorganismos comensales (Fusobacterium nucleatum, F. nucleatum) sin que esté por ello infectada por unos
microorganismos patdgenos. La barrera mecanica, los componentes de la inmunidad adaptativa y de la inmunidad
innata, tales como los péptidos antimicrobianos, son responsables del mantenimiento del equilibrio ecolégico y de la
homeostasis epitelial bucal (Chung WO. y Dale BA, 2004). El espectro antimicrobiano de los péptidos y proteinas
segregados por el epitelio oral y las glandulas salivares, su regulacién y las condiciones de su produccion, definen la
microflora de la cavidad oral (Yoshimura A. et al., 2002). La ausencia o la inactivacion de estos péptidos estan
correlacionados frecuentemente a la aparicién de patologias parodontales como las parodontitis, que sigue a la
colonizacién por unos patégenos anaerobios gram negativos que liberan numerosos factores de virulencia, tales
como Prevotella intermedia (P. intermedia), Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) y Actinobacillus
actinomycetemcomitans (A. actinomycetemcomitans), o unas infecciones oportunistas como la candidiasis (Feucht
EC., et al., 2003).

Por otra parte, estos péptidos funcionarian en una cierta medida manteniendo la flora natural de microorganismos en
un estado de equilibrio apropiado a cada nicho ecolégico. La microflora comensal desempefia en efecto un papel
importante en este entorno limitando la colonizacién por unos gérmenes patégenos y estimulando las defensas
naturales inmunitarias.
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Como moléculas de sefalizacion, podrian estimular la respuesta adaptativa después de haber reclutado las células
inmunitarias a nivel cutaneo. Asi, la solicitante ha considerado que el potencial adyuvante indirecto de los "mono- o
di-éster de alquilo de a,B-butilglucésido”, por medio de la estimulacion de la expresion de los péptidos
antimicrobianos cationicos (hBD-2, hBD-3, y LL-37) a nivel de diferentes epitelios (cutaneo, gingival, vaginal u
ocular) puede ser determinado como un refuerzo preventivo del sistema inmunitario de los individuos.

El interés de la solicitante se refiere al estudio del efecto inductor de los "mono- o di-éster de alquilo de a,B-
butilglucésido", sobre la expresion de los genes que codifican para los péptidos catidnicos antimicrobianos humanos
hBD-2, hBD-3, y LL-37 en comparacion con el efecto de citoquinas pro-inflamatorias o de elementos infecciosos, a
nivel de modelos celulares (lineas de queratinocitos humanos HaCat, primocultivo de queratinocitos humanos) y de
modelos tisulares (explantes cutaneos o gingivales, epitelio gingival reconstruido, mantenidos en supervivencia in
vitro). Este efecto regulador se ha puesto en evidencia a nivel de los acidos ribonucleicos mensajeros (ARNm) de
manera cuantitativa mediante la técnica de transcripcion inversa (RT) acoplada a la técnica de reaccién de
polimerizacion en cadena (PCR) en tiempo real. De forma complementaria, la sintesis peptidica inducida se ha
evaluado cualitativamente por inmunohistoquimica dirigida contra los péptidos hBD-2, hBD-3 y LL-37. En una
segunda etapa, se ha analizado el efecto bioldgico ex vivo de los "mono- o di-éster de alquilo de a,B-butilglucésido”,
sobre la adhesidén de una superficie cutanea por S. aureus con la ayuda de un modelo de doble compartimento
separado.

De acuerdo con la presente invencion, se utilizara mas particularmente el éster de alquilglucésido constituido por un
mono o diéster alquil Cs-Cy2o de alquil C1-Ce-glucésido, en particular un mono o diéster alquil Cg-Czo de butilglucoésido,
pudiendo el fragmento éster ser ventajosamente un mono- o di-caprilato, -caprato, -laurato, -palmitato, -miristato,
-estearato, -cocoato de a-butilglucésido.

Los alquilglucdsidos con una cadena alquilo formada por 8 a 20 atomos de carbono son unos agentes tensioactivos
cuyas estructuras y sintesis quimicas han sido descritas en la solicitud de patente WO 93/04185.

Se conoce a partir del documento WO 97/45101 que los ésteres de a-alquilglucésido pueden ser utilizados como
agente antimicrobiano y/o antifingico para actuar como conservante en una composicién, para preservarla de un
desarrollo microbiano. Por otro lado, las propiedades espumantes de los ésteres de metilglucosa se describen en
Desai et al. («Sofw Journal Seife, Oele, Fette, Wachse, Verlag fur chemische Industrie» 1991).

- Modelo celular: linea celular HaCat, queratinocitos de origen humano, primocultivo de queratinocitos
humanos,

- Modelo tisular:
e Explantes de piel normal que proceden de residuos operatorios de cirugia estética,

e Explantes de encia normal que proceden de residuos operatorios de cirugia implantaria o de epitelio
gingival reconstruido a partir de células epiteliales orales primarias,

» Las células HaCat son inoculadas y cultivadas en placa de 6 pocillos con 200.000 células/pocillo bajo
un volumen de 2 ml de medio de cultivo DMEM 1640: (Ref.: Invitrogen) complementado por el 10% de
suero de ternera fetal (SVF, Ref.: CH30160.02 Perbio-Hyclone) durante 18 h (durante la noche).

» A TO, las células se lavan con tamp6n fosfato (PBS, Ref.: 52100-039 Invitrogen) y después son
privadas de suero para hacerlas quiescentes durante 24 h (disminucion de su crecimiento y
eliminacion de cualquier traza de factores susceptibles de perturbar los efectos inducidos por los
tratamientos ulteriores).

» A TO + 24 h, las células son tratadas por unas citoquinas pro-inflamatorias (TNF-a a 10 ng/ml, IL1-B a
10 ng/ml) o elementos bacterianos (LPS a 50 ng/ml, SEB a 100 ng/ml) o unos activos potenciales de
tipo «alquilo mono- o di-éster de a,B-butilglucésido» diluidos en DMEM (1 ml/pocillo); La duracién del
tratamiento es de 3 h a 37°C.

» Los queratinocitos primarios se preparan a partir de piel normal que procede de residuos operatorios
de cirugia estética. Son inoculados y cultivados en placa de 24 pocillos con 60.000 células/pocillo bajo
un volumen de 0,5 ml de medio de cultivo KSFM (Ref.: 37010 Invitrogen) complementado por EGF
(Epidermal Growth Factor) de 1,5 ng/ml y BPE (bovine pituitary extract) de 25 pug/ml durante 24 h.

» A DO, el medio se sustituye por 0,5 ml de medio KSFM completo, adicionado con 1,2 nM de calcio.

» A D+3, las células son tratadas por unas citoquinas pro-inflamatorias TNF-a e IL1-B a 10 ng/ml o unos
activos potenciales de tipo "mono o diéster de alquilo de a,B-butilglucésido” diluidos en 0,3 ml de

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2447040 T3

medio KSFM completo, en presencia de 1,2 nM de calcio. La duracion del tratamiento es de 3 h a
37°C.

» Después de varios lavados en el PBS sin antibiéticos, se preparan unas perforaciones de 6 mm de
diametro y se disponen en el fondo de un pocillo de una placa de 12 pocillos.

» Un tratamiento sistémico del tejido cutaneo que aflora no sumergido se efectia mediante unas
citoquinas pro-inflamatorias (TNF-a a 500 ng/ml, IL1-B a 100 ng/ml) o unos activos potenciales de tipo
"mono o diéster de alquilo de a,B-butilglucésido” diluidos en DMEM (350 pl/pocillo). Los tiempos de
estimulacién son variables de 1 h, 15 h o 24 h.

» En el caso de tratamiento topico, un anillo de aluminio de 10 mm de diametro se coloca sobre el
explante tisular con el fin de delimitar una superficie epitelial cutanea precisa sobre la cual se
efectuara la aplicacién topica. Antes de la aplicacion topica del tratamiento, se efectia una ruptura de
barrera cutanea reversible con la ayuda de un disolvente, la acetona, durante 3 minutos. Los
productos diluidos en DMEM se aplican después para una incubacion de 2, 5 o 16 h, en paralelo con
un control de estimulacién de origen bacteriano (SEB a 50 pg/ml). Después de la mcubamon los
explantes se aclaran en PBS y son o bien congelados rapidamente en resina Tissue Tek® (SAKURA,
Zoeterwoude) en nitrogeno liquido (-196°C) para hacer criocortes, o bien conservados a -80°C para
realizar unas extracciones de ARN totales.

Los explantes gingivales humanos de tamario variable y pequefio son aclarados diez veces en PBS sin antibioticos y
después se cultivan sobre una rejilla con el fin de evitar su inmersion total, depositados por el lado de la dermis. La
incubacién sistémica se realiza en un medio de supervivencia en DMEM solo o en presencia de a,B-LBG bruto a
10 pg/ml, a 37°C y al 5% de COs..

Los insertos de epitelio gingival reconstruido se conservan en un medio de mantenimiento (1 ml) en cajas de cultivo
celular de 6 pocillos durante 24 h a 37°C y el 5% de CO, segun las recomendaciones del proveedor SkinEthic
Laboratories (Niza, Francia). Después de 24 h, el tejido se estimula por via tépica por 500 yl de medio de
mantenimiento solo o adicionado con a,3-LBG bruto a 10 pg/ml, a 37°C y al 5% de CO.. Se afiade un medio de
mantenimiento debajo del inserto (1 ml) durante la estimulacion. Después del corte con una perforacion de 3 mm de
diametro y de su inclusion en la resina Tissue Tek®, el resto del tejido se conserva a -80°C para una extraccion de
los ARN totales.

Todas las manipulaciones referidas a los ARN se realizan con agua, tampones y un material consumible
desprovistos de ARNasas.

» A partir de las células:

En la interrupcién del tratamiento, las celulas son lavadas rapidamente con PBS y recogidas en el tamp6n de
lisis del kit de extraccién Qiagen Rneasy El protocolo de extraccion de los ARN totales se realiza con el kit
segun las recomendaciones del proveedor (Ref.: 74106 Qiagen). Los ARN se recogen en agua sin ARNasa
(Ref.: 0685101 Eppendorf) y se conservan a -80°C.

» A partir de los explantes tisulares:

En la interrupcion del tratamiento, los explantes son lavados rapidamente con PBS, escurridos y transferidos
a un microtubo para centrifugar sin ARNasa de 1,5 ml (Eppendorf), sumergido a su vez en nitrdgeno liquido
para congelacién y conservacion a -80°C. Una primera etapa consiste en triturar el tejido en frio
mecanicamente con la ayuda de un mortero y de una maja de acero inoxidable (Compania Pasquet,
Toulouse) para obtener un polvo fino. El triturado se recoge después en el tampon de lisis del kit de
extracciéon Qiagen Rneasy y se extrae el ARN total segun las recomendaciones del proveedor. Los ARN se
recogen en agua sin ARNasa y se conservan a -80°C.

» Dosificacion de los ARN totales:

Se efectia con la ayuda del kit RNA 6000 Nano LabChip® (Ref.: 5065-4476 Agilent Technologies) sobre el
Bioanalyser 2100 (Agilent Technologies) segun las indicaciones del proveedor. El andlisis de los datos se
efectia con la ayuda del programa de andlisis "Agilent Bioanalyzer 2100 software screen" (Agilent
Technologies). Este kit permite cuantificar y controlar el grado de pureza de los ARN frente al ADN gendmico
y de las proteinas. Cada muestra se deposita en un pocillo sobre una microplaqueta (12 por microplaqueta).
Los ARN totales se separan por electroforesis y se visualizan gracias a un agente intercalante fluorescente.
En el caso presente, la visualizacion de los ARN 18S y 28S eucariotas y la relacion ARN 28S/ARN 18S
permite estimar la no degradacién de los ARN.

» Se utiliza 1 ug de los ARN totales como muestra con el fin de ser transformado en ADN complementario
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(utilizable para la reaccién de polimerizacién en cadena o PCR) segun el protocolo de transcripcion inversa o
RT. Los ARN son desnaturalizados durante 2 minutos a 95°C y después se afiaden la mezcla de RT que
contiene la enzima de transcripcién inversa (AMV Reverse Transcriptase), los cebadores oligo-dT, los
nucleétidos y el tampoén. Estos productos proceden del kit Acces RT-PCR Core Reagents (Ref. A3500,
Promega). La RT se realiza a 42°C durante 60 minutos y después se desnaturaliza la enzima a 95°C durante
2 minutos. Los ADNc obtenidos se conservan a -20°C.

» Los andlisis de PCR en tiempo real se efectian con la ayuda del termociclador de fluorescencia Icycler iQ
(Biorad).

Esta técnica permite visualizar ciclo tras ciclo la acumulacion de producto de PCR marcado con fluorescencia.
Los ADNc que corresponden a 1 ug de ARN sirven de matriz en una mezcla de reaccién de 26 pl que
contiene la mezcla de PCR iQ™ SYBR® Green SuperMix (Ref.: 170-8882, Biorad) y 0,3 uM de cada cebador.

Como complemento de las muestras, un control sin matriz de ADNc se deposita sobre una placa de 96 pocillos. Para
cada muestra, la amplificacién de los diferentes genes de interés, hBD-2, hBD-3 y LL-37, se realiza en duplicado en
placa de 96 pocillos, asi como la amplificacién paralela de tres genes de referencia seleccionados por su estabilidad
durante los diferentes tratamientos. Los genes de referencia utilizados son los que codifican para YWHAZ (Tyrosine
3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein, zeta polypeptide), GAPDH (Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase), y HPRT (human hypoxantine ribosyl transferase) o p>-M (Human Bz-microglobuline)
(tabla 1). Las secuencias de los cebadores utilizadas para la amplificacion de estos tres genes por PCR en tiempo
real estan descritas por Vandesompele J. et al. (2002).

Tabla 1: Secuencias de los cebadores utilizados para la amplificacion de los genes de referencia por PCR en tiempo
real.

Genes de referencia Cebadores

Human hypoxantine ribosyl transferase HPRT | Sentido 5'-TGA CAC TGG CAA AAC AAT GCA-3
Antisentido 5'-GGT CCT TTT CAC CAG CAA GCT-3'

Human glyceraldehyde-3-phosphate GAPDH | Sentido 5’-TGCACCACCAACTGCTTA-3

dehydrogenase Antisentido 5'-GGC ATG GAC TGT GGT CAT GAG-3'

Human B2-microglobuline B2-M | Sentido 5’-ACC CCC ACT GAA AAA GAT GA-3’
Antisentido 5-ATC TTC AAA CCT CCATGA TG-3*

tyrosine-3-mono-oxygenase, tryptophane-5-mono- | YWHAZ | Sentido 5-ACT TTT GGT ACA TTG TGG CTT CAA-3'

loxygenase activation protein zeta polypeptide Antisentido 5'-CCG CCA GGA CAA ACC AGT AT-3

La placa se incuba en el termociclador para las diferentes etapas de PCR. Durante la amplificacién, la emision de
fluorescencia se registra al final de cada ciclo y se analiza por el programa iCycler (version 3.0 BioRad). El aumento
de la emision de fluorescencia es proporcional a la cantidad de productos de PCR acumulada, que es en realidad
proporcional a la cantidad de ARNm que corresponde a la secuencia amplificada. Los resultados son evaluados con
el programa iCycler 1Q optical system (versién 3.0, BioRad). Para cada par de cebador, se verifica la eficacia de
PCR.

Las secuencias de los cebadores para la amplificacion de los ARNm de hBD-2, hBD-3 y LL-37 se han dibujado con
el programa Beacon Designer Software (version 2 .1, Biorad).

Tabla 2: Secuencias de los cebadores utilizados para la amplificacion de los genes hBD-2, hBD-3 y LL-37 en PCR
en tiempo real.

Genes de interés Cebadores
beta-defensina 2 humana HBD-2 Sentido 5’-CCA GCC ATC AGC CAT GAG GGT-3
Antisentido 5-GGA GCC CTT TCT GAA TCC GCA-3’
beta-defensina 3 humana HBD-3 Sentido 5-TAG GGA GCT CTG CCT TAC CA-3'
Antisentido 5-CAC GCT GAG ACT GGA TGA AA-3’
catelicidina humana LL-37 Sentido 5’-CCA AGC AGT CAC CAG AGG ATT G-3'
Antisentido 5-GGC CTG GTT GAG GGT CAC T-3’

Para cada muestra, el nivel de expresion de cada gen de interés (hBD-2, hBD-3 y LL-37) se normaliza después con
respecto al nivel de expresién de los genes de referencia no inducidos por los diferentes tratamientos con la ayuda
del programa Genorm version 3.2c (Vandesompele et al., 2002).

Después de la normalizacion, la induccién relativa al nivel transcripcional (ARNm) de los genes que codifican para
las B-defensinas hBD-2 y hBD-3 y la catelicidina LL-37 se da con respecto a un control absoluto no inducido (medio
s6lo).
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Las muestras incluidas en la resina Tissue Tek® son cortadas en frio (temperatura de la camara a -25°C y la
temperatura del portaobjetos a -28°C) con la ayuda de un criostato (Leica CM 3050s, Nussloch). Los criocortes de un
grosor de 5 pum son recuperados sobre unas laminas portaobjetos pretratadas, y después puestos a secar
aproximadamente 2 h a temperatura ambiente y almacenados a -20°C para una utilizacién ulterior. Antes de realizar
el inmunomarcado, los cortes son fijados con acetona a -20°C durante 10 min., secados y conservados a -20°C.
Durante una primera etapa, los cortes son hidratados y después incubados con los anticuerpos primarios dirigidos
contra los péptidos de interés diluidos en PBS. Los anticuerpos primarios utilizados son los siguientes:

- Goat Anti-human BD-2 (500-P161G, Peprotech Inc) diluido al 1/50%
- Rabbit Anti-human defensin-3 (AB3478, Chemicon international) diluido al 1/1000
- Rabbit Anti-human LL37 (G-075-06, Phoenix Pharmaceuticals Inc) diluido al 1/50

Para revelar el complejo antigeno-anticuerpo, se utiliza el kit DAKO LSAB® (DAKO Corporation) segin las
recomendaciones del proveedor. La revelacion se realiza con la ayuda de un sustrato de peroxidasa: la 3,3'-
diaminobenzidina (DAB) (DAKO Corporation). La reaccion enzimatica se revela por una coloracion marrén.

» La adhesion de los microorganismos se realiza en una célula de doble compartimentacion, de tipo célula de
Franz modificada.

> Una suspension de S. aureus (CIP 53.154) equivalente a 0,5-10" microorganismos se introduce dentro del
compartimento superior de la célula. El dispositivo se incuba durante 2 h a 37°C bajo una atmoésfera con el
5% de CO.. Al final de este periodo de incubacion, el sobrenadante se retira con el fin de eliminar las
bacterias no adherentes. Las muestras de piel son después aclaradas dos veces con 1 ml de mezcla
DMEM/HAMF12. Un recuento bacteriano al final de esta etapa da la proporciéon de bacterias que se han
adherido al explante (T+2 h). Se realiza un control con el objetivo de determinar la adhesion no especifica de
las bacterias.

» La estimulacién de la expresién de las B-defensinas cutaneas precede a la etapa de adhesion. Su objetivo es
estudiar el impacto de la induccion de los péptidos antimicrobianos por unos activos potenciales de tipo
"mono o diéster de alquilo de a,B-butilglucésido" sobre la adhesion de cepas bacterianas. El tratamiento se
efectla por via tépica o sistémica. El tiempo de estimulacion de los explantes cutaneos es de 24 h a 37°C en
presencia del 5% de CO..

Para el andlisis, los explantes son retirados de su célula, se efectian unas perforaciones de diametros diferentes
(3 mm, 4 mm y 6 mm) para un ensayo MTT de supervivencia, los marcados inmuno-histolégicos y los analisis de los
transcritos por RT-PCR. El resto de la piel se utiliza para una estimacion de la flora bacteriana adherente.

Para la mayoria de las preparaciones ensayadas, la concentracion limite a partir de la cual se ha podido poner en
evidencia una citotoxicidad de las preparaciones de mono- o diéster de alquilo de a,B-butilglucésido en el linaje de
queratinocitos HaCat mediante el método del rojo neutro después de 24 h de incubacién es de 1,10-2%, es decir
100 pg/ml.

En las concentraciones eficaces para la induccion de la expresion de los péptidos hBD-2 y hBD-3, los mono- o
diéster de alquilo de a,B-butilglucésido no conllevan un aumento de la liberacién de metabolitos pro-inflamatorios
derivados del acido araquidénico, por las células epiteliales cutaneas (linea queratinocitaria HaCat). Estas
preparaciones no son consideradas por lo tanto como pro-inflamatorias.

La induccion de la expresion del gen hBD-2 se ha cuantificado a nivel de los ARNm especificos transcritos por la
linea de queratinocitos humanos HaCat, normalizada con respecto a la expresion constitutiva de tres genes de
referencia estables (HPRT, GAPDH, YWHAZ) en las condiciones de tratamiento ensayadas, citadas en la tabla 3. El
método de RT-PCR cuantitativo utilizado se describe en Material y Método. El nivel de induccién se calcula con
respecto al control no estimulado tratado en las mismas condiciones, salvo el agente estimulante.

Tabla 3: Actividad de las a,B-LBG sobre la induccion de la expresién del gen que codifica para hBD-2 en las células
HaCat después de 3 h de tratamiento: cuantificacion de los ARNm especificos por PCR en tiempo real y
determinacion de un nivel de induccién normalizado con respecto al control celular no estimulado.

Tratamientos Factor de induccién (FI)
Control no estimulado 1
TNF-a 10 ng/ml 2,5
. a,B-butilglucésido 10-1-0,1 pg/ml 1-1-0,6
Productos de partida Acido laurico 10 pg/ml K
a,B-LBG bruto 10 yg/ml 1,7

El éster de laurato, a,B-LBG bruto de 10 pg/ml puro al 48,6%, incluyendo el 90% de la forma a-LBG y el 10% de
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forma B-LBG, es activo sobre la induccién de la sintesis del péptido hBD-2 a nivel transcripcional con un factor de
induccion (Fl) de 1,7 con respecto al control no estimulado, en comparacion con un factor 2,5 para el TNF-a. Se ha
verificado paralelamente que los productos de partida a,B-butilglucésido y el acido laurico utilizados durante la
sintesis enzimatica de este agente no provocaban una induccién de la sintesis del péptido hBD-2, ya que el 5,6% de
acido laurico residual se encuentra todavia en esta preparacion.

La induccién de la expresion del gen hBD-2 se cuantificé por RT-PCR cuantitativa a nivel de los ARNm especificos
transcritos por unas lineas primarias de queratinocitos humanos procedentes de dos donantes diferentes. Los
resultados son normalizados con respecto a la expresion constitutiva de tres genes de referencia estables (HPRT,
GAPDH, YWHAZ) en las condiciones de tratamiento ensayadas. El nivel de induccion se calcula con respecto al
control no estimulado tratado en las mismas condiciones, salvo el agente estimulante.

A la concentracion de 0,1 yg/ml, el éster de laurato de butilglucésido puro al 90%, constituido Unicamente por la
isoforma B, presenta una mejor actividad de induccién de la expresién del gen hBD-2 (FlI a 2,3) que el éster de
laurato a,B-LBG puro al 90% constituido por el 5% de la isoforma a y por el 44% de la isoforma 8 (Fl a 1,4) y el éster
de laurato puro al 90%, constituido Unicamente por la isoforma a (Fl a 1,2).

La figura 1 adjunta ilustra la actividad de las diferentes isoformas de LBG sobre la induccion de la expresion del gen
hBD-2 en los queratinocitos primarios humanos después de 3 h de tratamiento: cuantificacion de los ARNm
especificos por PCR cuantitativa en tiempo real y determinacion de un nivel de induccién normalizado, con respecto
al control celular no estimulado (control NS).

Las células primarias NHK aparecen mas sensibles a la estimulacion por a,B-LBG. A partir de 0,1 pg/ml, una
induccion del gen hBD-2 aparece significativa mientras que son necesarios 10 ug/ml para obtener una respuesta de
la linea HaCat.

El potencial inductor del éster de laurato, a,B-LBG bruto se analizé sobre un explante cutaneo mediante adicién del
tratamiento en el medio de cultivo, "via sistémica", o después de la aplicacion tépica del agente "via topica".

Tratamiento por via sistémica

» La induccion de la expresion del gen hBD-2 se ha cuantificado a nivel de los ARNm especificos transcritos
por las células epiteliales cutaneas dentro de explantes de piel incubados de manera sistémica en presencia
de TNFa de 100 ng/ml, de a,3-LBG bruto de 3 y 30 pg/ml. Las variaciones de expresion del gen hBD-2 han
sido normalizadas con respecto a la expresion constitutiva de tres genes de referencia estables (3-2M,
GAPDH, YWHAZ). El nivel de induccion se calcula con respecto al control tisular no estimulado tratado en las
mismas condiciones, salvo el agente estimulante.

La figura 2 adjunta ilustra la cinética de induccién de la expresion del gen hBD-2 dentro de un explante cutaneo por
a,B-LBG bruto a diferentes concentraciones, por via sistémica: cuantificacion de la sintesis de los transcritos de hBD-
2 por RT-PCR en tiempo real.

Como para el modelo celular, se muestra que este agente en forma bruta de 30 pg/ml es capaz de inducir la sintesis
de los transcritos de hBD-2 a nivel del epitelio cutdneo después de una incubacion con la piel por via sistémica.

Ademas, el estudio cinético muestra que esta induccién es rapidamente efectiva, a partir de 1 h de incubacion. El
pico de induccion del TNFa es un poco mas precoz con 1 h de incubacion.

» La induccion de la expresion de los genes hBD-3 y LL-37 a nivel de un explante cutaneo después del
tratamiento por via sistémica durante 2 0 24 h por a,3-LBG bruto de 30 pg/ml ha sido cuantificada a nivel de
los transcritos de los dos péptidos.

La figura 3 adjunta ilustra la cinética de induccion de la expresién de los genes que codifican para hBD-3 y LL-37
dentro de un explante cutaneo, por a,3-LBG bruto a diferentes concentraciones por via sistémica: cuantificacion de
la sintesis de los transcritos por RT-PCR cuantitativa.

Estos resultados muestran que a,B-LBG bruto de 30 yg/ml induce la sintesis de los transcritos de hBD-3 sobre un
tiempo corto de 2 h con una fuerte disminucion de la induccién a 24 h (disminuyendo FI de 17 a 3) segun una
cinética parecida a la de hBD-2. En lo que se refiere al péptido LL-37, su induccion por a,3-LBG bruto a 30 pg/ml es
efectiva a partir de 2 h de tratamiento con un Fl de 6 que permanece estable hasta 24 h.

» El andlisis cualitativo de la expresion peptidica por inmunohistoquimica a partir de los explantes estimulados
por via sistémica ha permitido confirmar la estimulacion de la produccion de los péptidos hBD-2 y hBD-3 en
las capas superiores de la epidermis después de la estimulacién por a,3-LBG bruto durante 24 h. La figura 4
adjunta corresponde a las fotos inmunohistol6gicas.
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» La induccion de la expresion del gen hBD-2 ha sido cuantificada a nivel de los ARNm especificos transcritos
por las células epiteliales cutaneas dentro de explantes de piel tras la incubacion topica de a,B-LBG bruto a
30 y 300 mg/ml en comparacion con el control de estimulacion, la toxina bacteriana SEB a 50 pg/ml.

La figura 5 adjunta ilustra la induccién de la expresién del gen hBD-2 dentro de un explante cutaneo por a,B-LBG
bruto a diferentes concentraciones por via tépica durante 5 h: cuantificaciéon de la sintesis de los transcritos de hBD-
2 por RT-PCR cuantitativa.

Estos resultados muestran que a,B-LBG en su forma bruta es capaz de inducir por via tépica la sintesis de los
transcritos de hBD-2 a nivel del epitelio cutaneo a partir de la concentraciéon de 30 pg/ml, Fl de 5,2 y, en una menor
medida, a una concentracion de 300 ug/ml, Fl de 1,7. Para comparacién, SEB presenta una actividad del mismo
orden que la de a,3-LBG (300 pg/ml) con Fl de 1,9. Ademas, esta induccion es efectiva a partir de 5 h de incubacién.

» El andlisis cualitativo de la expresion peptidica por inmunohistoquimica a partir de los explantes estimulados
por via topica ha permitido confirmar cualitativamente la estimulacion de la produccion de los péptidos hBD-2
y hBD-3 en las capas superiores de la epidermis después de la estimulacion por a,B-LBG. La figura 6 adjunta
corresponde a las fotos inmunohistolégicas.

El potencial inductor de las isoformas del éster de laurato de butilglucésido puro al 90%, separadas, a sola o 3 sola,
o en mezcla a,3-LBG (56% a/44% ) se ha comparado sobre explante cutaneo por via sistémica o tépica.

» La induccion de la expresion del gen hBD-2 ha sido cuantificada a nivel de los ARNm especificos transcritos
por las células epiteliales cutaneas dentro de explantes de piel incubados de manera sistémica en presencia
de TNFa a 500 ng/ml, de IL1-B a 100 ng/ml, de a,B-LBG puro, de a-LBG o de B-LBG puro a 3 ug/ml para una
duracién de tratamiento de 2 h o de 15 h.

La figura 7 adjunta ilustra la cinética de induccioén por via sistémica durante 2 y 15 h de la expresion del gen hBD-2
dentro de un explante cutaneo por a,3-LBG puro a 3 yg/ml: comparacién de las formas a, (ab), a (a) y B (b) LBG;
cuantificacion de la sintesis de los transcritos de hBD-2.

A una concentracion dada idéntica, 3 yg/ml, las isoformas en mezcla a,B-LBG puro a 3 ug/ml presentan un potencial
inductor significativo, sobre todo después de una duracién larga de tratamiento. Tras la separacion, la isoforma (-
LBG pura a 3 pg/ml, aislada a mas del 95% frente a la isoforma a-LBG es mas activa que la mezcla a partir de 2 h
de tratamiento (FI de 5,7 contra 1,1). A la inversa, la isoforma a-LBG pura no presenta ninguna actividad a esta
misma concentracion sobre la induccién de la expresion del gen hBD-2 en las células epiteliales cutaneas, incluso
después de un tratamiento largo de 15 h.

En las presentes condiciones experimentales, estos resultados muestran que la isoforma 3-LBG seria el origen de la
actividad farmacolégica inductora de la expresion del gen hBD-2.

Por via tépica

» La induccion de la expresion del gen hBD-2 ha sido cuantificada a nivel de los ARNm especificos transcritos
por las células epiteliales cutaneas dentro de explantes de piel incubados de manera tdpica en presencia de
a,B-LBG puro, de a-LBG o de B-LBG puro a 3 0 30 uyg/ml para una duracién de tratamiento de 18 h.

La figura 8 adjunta ilustra la induccién de la expresion del gen hBD-2 dentro de un explante cutaneo por via toépica
después de 18 h de tratamiento por a,3-LBG puro a 3 o 30 pg/ml: comparacion de las formas a,B, a y B-LBG;
cuantificacion de la sintesis de los transcritos de hBD-2 por RT-PCR en tiempo real.

Después de 18 h de tratamiento topico mediante dos concentraciones dadas idénticas, 30 y 3 pg/ml, la mezcla a,B-
LBG asi como las isoformas a y B-LBG puras aisladas inducen una expresién del gen de hBD-2 del mismo orden a
nivel de la transcripcién (Fl entre 1,96 y 2,96). Cuando la concentracion disminuye a 3 pg/ml, la isoforma B-LBG pura
(FI de 13,7), es claramente mas activa que la mezcla a,3-LBG pura y que la isoforma a-LBG pura.

En las presentes condiciones experimentales, estos resultados confirman por via topica los obtenidos por via
sistémica. La isoforma B-LBG seria el origen de la actividad farmacoldgica inductora de la expresién del gen hBD-2.

El recuento de la flora bacteriana adherente ex6gena por unidad de superficie de piel se efectu6é segin dos métodos:

- por recuento bacteriano sobre medio sélido
- por conteo de la radioactividad emitida (estando la cepa contaminante marcada con H3).

La comparacion de los resultados ha permitido mostrar que no existia ninguna diferencia significativa entre los dos
métodos. El andlisis por recuento se ha conservado por lo tanto para el ensayo de adhesién de S. aureus sobre el
tejido cutaneo.
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Después de una aplicacion tépica de 5 h y varios aclarados de la superficie epidérmica de un explante cutaneo, se
ha cuantificado el efecto del tratamiento por a,-LBG bruto sobre la adhesién de S. aureus sobre este mismo
explante mediante el recuento de los gérmenes adherentes al final de una puesta en contacto de 2 h.

La figura 9 adjunta representa la actividad de a,3-LBG bruto aplicado por via tépica a una dosis de 30 ug/ml sobre
un explante cutaneo sobre la adhesion de S. aureus (A) correlacionada con la induccion de la expresion del gen
hBD-2 (B) a nivel de este explante en comparacion con el tejido del mismo donante no estimulado (cuantificacién de
los ARNm especificos por PCR en tiempo real).

Los resultados muestran un efecto regulador significativo del tratamiento por a,3-LBG bruto sobre el nimero de
gérmenes patdégenos adherentes con respecto al control no tratado, con una disminucion de este numero
equivalente a una disminucién del 20% de la adhesién de S. aureus (figura 9A).

Paralelamente, la induccién de la expresion del gen hBD-2 se ha verificado después de 5 h de tratamiento por a,p-
LBG bruto. La persistencia de este estado de induccién se ha demostrado después de la etapa de adhesién (2 h) de
S. aureus con un Fl de 3,8 con respecto al control no tratado, pero en cualquier punto idéntico en lo que se refiere a
las otras etapas, tales como la adhesion (figura 9B).

Sin haber sido demostrado directamente, seria posible que la induccion de las beta-defensinas pueda estar
correlacionada con el efecto de a,3-LBG bruto sobre la funcionalidad del tejido epitelial cutaneo y en particular sobre
el reequilibrio de la flora cutanea. Una inhibicién especifica de esta induccién después del tratamiento podria permitir
verificar esta hipotesis.

Aunque se ha verificado que a las concentraciones utilizadas el a,8-LBG bruto no presentaba ni actividad
microbicida directa ni efecto sobre la adhesion de S. aureus, se han llevado a cabo unos experimentos con el fin de
verificar la naturaleza indirecta de la accién de a,3-LBG sobre la interaccion entre S. aureus y el epitelio cutaneo.
Para ello, se ha separado el compartimento de tratamiento del tejido por a,B-LBG y el compartimento de interaccion
entre el epitelio cutaneo y el germen patdgeno, teniendo lugar el primero en el lado profundo en la epidermis (via
sistémica) y el segundo en la superficie epidérmica (via tépica).

La figura 10 adjunta ilustra la actividad indirecta de a,B-LBG bruto aplicado por via sistémica a una dosis de 30 pg/ml
sobre un explante cutaneo, sobre la adhesién de S. aureus o en comparacién con el tejido del mismo donante no
estimulado o tratado por TNFa (cuantificacion de los ARNm especificos por PRC en tiempo real).

Los resultados de recuento muestran que sin contacto directo con la superficie sobre la cual tiene lugar el contacto
ulterior de los microorganismos, el a,-LBG es capaz de regular la adhesion de los gérmenes sobre el explante
(disminucion del 11% con respecto al control no estimulado), por medio de la regulacion a distancia de la expresion
de moléculas antimicrobianas epiteliales. Entre los candidatos moleculares potenciales, las beta-defensinas
estimuladas por el a,3-LBG o el TNF-a podrian representar esta relacion. Asi, la citoquina pro-inflamatoria, el TNF-a,
conlleva una fuerte disminucién de la adhesién de S. aureus correlacionada con una fuerte induccion de las beta-
defensinas epiteliales.

Después de la aplicacion topica y de varios aclarados de la superficie epidérmica de los explantes cutaneos, el
efecto del tratamiento por las isoformas del éster de laurato de butilglucésido puro al 90%, separados, a sola, 3 sola,
0 en mezcla a,3-LBG (56% a/44% B) sobre la adhesion de S. aureus sobre la epidermis ha sido comparado después
de la cuantificacion de los gérmenes adherentes por recuento.

La figura 11 adjunta ilustra la actividad de las diferentes isoformas de LBG puro al 90% aplicadas por via tépica a
una dosis de 30 pyg/ml sobre un explante cutaneo sobre la regulacion de la adhesion de S. aureus: comparacion de
las formas a y B-LBG y de la mezcla a/B.

Los resultados muestran un efecto regulador del tratamiento por las diferentes preparaciones puras de LBG sobre el
numero de gérmenes patogenos adherentes con respecto al control no tratado, con una disminucién de este nimero
equivalente a una bajada media del orden del 19% de la adhesion de S. aureus para la mezcla ao,B-LBG pura. En
comparacion, la isoforma B-LBG pura es de media més activa sobre la limitacién de la adhesién de S. aureus que la
isoforma a-LBG.

Por otra parte, es posible observar la colonizacién del explante por el germen exdgeno (S. aureus) después de la
etapa de adhesion durante 24 h. Es interesante sefalar que el efecto de un tratamiento sistémico por el a,3-LBG
bruto ralentiza la multiplicacién del germen patdgeno y favorece a la inversa el desarrollo de un germen comensal
enddgeno Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis) (presente en el explante inicial). Se observa el efecto inverso
con el tratamiento por TNF-q, citoquina pro-inflamatoria que, después de conllevar una fuerte caida de la adhesién
de S. aureus (véase I1.4.2) no permite una limitacion del crecimiento del germen patégeno sobre el explante, y esto
a expensas del germen comensal S. epidermidis.
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La figura 12 adjunta ilustra la comparacion de la colonizaciéon de una cepa contaminante, S. aureus, con la de una
cepa comensal, S. epidermis.

Estos dos tratamientos parecen por lo tanto perturbar el ecosistema original. Sin embargo, en el caso de a,B-LBG, el
desequilibrio inducido por estas estimulaciones esta a favor de la cepa comensal.

El éster de laurato, a,B-LBG bruto a 30 pg/ml puro al 48,6%, del cual el 90% de la forma a-LBG y el 10% de la forma
B-LBG, se ha ensayado sobre explante gingival por via sistémica Unicamente, siendo la orientacion del tejido
dificilmente realizable al contrario de los explantes cutdneos después de un tratamiento de 5 h.

» El andlisis cualitativo de la expresion peptidica a partir de los explantes estimulados por via sistémica se
realizé por inmuno-histoquimica con un anticuerpo dirigido contra el péptido hBD-3.

La figura 13 adjunta ilustra la actividad del a,3-LBG puro sobre la induccién de la expresién del péptido hBD-3 a nivel
del epitelio gingival de un donante sano después de 5 h de tratamiento por via sistémica. Localizacion del marcado
especifico hBD-3 en el seno del epitelio tratado por el activo por via sistémica durante 5 h (B) y comparacion con el
tejido del mismo donante no estimulado (A).

Después del revelado, la comparacion de los marcados ha permitido demostrar la induccion de la produccion del
péptido hBD-3 en las capas superiores del epitelio gingival después del tratamiento del tejido por a,3-LBG.

Se sefala que, para el epitelio gingival, la expresion de los péptidos antimicrobianos epiteliales varia en gran
medidad segln el donante, no sélo debido a la riqueza de la flora presente dentro del ecosistema bucal, sino
también por el hecho del estado fisiol6gico del epitelio (inflamacion gingival, patologia parodontal, etc.). La utilizacion
de un modelo tisular epitelial reconstruido a partir de células epiteliales gingivales primarias procedentes de un
mismo donante, presenta un interés principal en la evaluacion de principios activos.

El éster de laurato, a,B-LBG bruto a 30 pug/ml puro al 48,6%, del cual el 90% de la forma a-LBG y el 10% de forma -
LBG, se ha ensayado sobre el epitelio gingival reconstruido (SkinEthic Laboratoires) después de un tratamiento de
18 h por via topica o sistémica.

» La induccion de la expresion del gen hBD-3 ha sido cuantificada a nivel de los ARNm especificos transcritos
por las células epiteliales gingivales dentro del epitelio reconstruido.

La figura 14 adjunta ilustra la cinética de actividad de a,3-LBG puro sobre la induccion de la expresion del gen que
codifica para hBD-3 a nivel de un epitelio gingival reconstruido (SkinEthic Laboratoires): cuantificacion de los ARNm
especificos por PCR en tiempo real.

La cuantificacién de los transcritos de hBD-3 demuestra la capacidad de a,3-LBG en su forma bruta para inducir la
sintesis de los transcritos de hBD-3 a nivel del epitelio cutaneo por via topica a la concentracion de 30 pg/ml con
respecto a un control no tratado (Nst): a partir de 2 h de tratamiento (FI de 2) y hasta 19 h de incubacién (Fl de 17,6).

» El andlisis cualitativo de la expresion peptidica por inmunohistoquimica a partir de epitelio gingival
reconstruido tratado por a,3-LBG bruto en comparacién con una muestra no tratada, ha permitido confirmar la
produccion del péptido hBD-3 por las células de diferentes estratos del epitelio gingival reconstruido y en
particular localizar su acumulaciéon en las capas mas superficiales.

La figura 15 adjunta ilustra la actividad de a,B-LBG puros sobre la induccién de la expresiéon del péptido hBD-3 a
nivel de un epitelio gingival reconstruido (SkinEthic Laboratories): localizacién del marcado especifico del epitelio
tratado por el activo por via sistémica durante 1 h (B) y comparacion con el tejido del mismo donante no estimulado
(A).

Sin embargo, al ser muy rapida la aparicion de este marcado, es probable que el péptido no proceda de una
neosintesis del péptido.

En conclusién, el conjunto de los resultados demuestra la actividad farmacolégica de los mono- o di-ésteres de
alquilo de a,B-butilglucésido sobre la induccién de la expresion de los genes hBD-2, hBD-3 y LL-37 sobre unos
modelos celulares y tisulares por via topica o sistémica tanto a nivel del epitelio cutdneo como gingival.

Por otra parte, los datos de funcionalidad ex vivo sobre la adhesiéon de un germen patégeno exégeno permiten poner
en evidencia una actividad reguladora de estas moléculas sobre la flora cutanea y, en particular, sobre el reequilibrio
de este ecosistema hacia una flora comensal.

Queda por establecer la relacion directa entre la estimulacion de la expresion de los péptidos antimicrobianos y la

regulacion de la flora, pero es muy posible debido a la correlacion entre la regulacion de la flora y la induccién de la
expresion de los genes de estos péptidos a nivel epitelial en presencia de a,B-LBG.
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Por ultimo, el analisis de la actividad de las diferentes isoformas ha permitido poner en evidencia la superioridad de
la isoforma B-LBG frente a la isoforma a-LBG, tanto desde un punto de vista farmacolégico in vitro como desde un
punto de vista de funcionalidad ex vivo.

Se indicara a continuacién un cierto nimero de ejemplos de composiciones segun la invencioén. En funciéon de su
pureza, se utilizan dos tipos de APG.

Los primeros son al 70% de laurato de butilglucésido y como son muy viscosos, estan diluidos a la mitad con
palmitato de octilo. El conjunto constituye un nudcleo al 35% aproximadamente de LBG.

Los segundos productos, mas purificados, son al 85%, incluso mas y se utilizan tal cual.

Ejemplo 1
Pasta dentifrica:

Palmitato de octilo/LBG

1al5%o0LBG0,5al2,5%

Fosfato dicalcico 60%
Glicerina 15%
Goma adragante/Xantana 1%
Perfume 1%
Agua CSP 100
Agente espumante de tipo laurilsulfato sédico 1%

Ejemplo 2
Gel antimicrobiano:

Palmitato de octilo/LBG
Natrosol HHX 250
Digluconato de clorhexidina
Alcohol

Agua desmineralizada

Ejemplo 3
Crema fria:

Nucleo LBG

Ceras vegetales

Aceite de almendra dulce
Borato de sodio
Fenoxietanol

Agua

Ejemplo 4
Crema depilatoria:

Nucleo LBG
Gelatina

Tioglicolato de calcio
pH 11,5-12 Agua

Ejemplo 5
Leche antiséptica:

LBG

Aceite mineral

Aceite de copra

Ester de sorbitan

Conservantes

Agua

Polimero acrilico para estabilizar

1al5% o LBG 0,5al2,5%
1,5%

0,2%

15% al 20% vol.

csp 100

1 al 5%
30%
50%
0,5%
0,8%
Csp 100

5%

2%

cs

csp 100
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Ejemplo 6
Crema de manos:
nlcleo LBG 2 al 5%

Aceite de vaselina
Aceite de silicona

Glicerina

Estearato de trietanolamina

BHT

Parahidroxibenzoato de metilo

Perfume

Agua desmineralizada Csp 100
Ejemplo 7

Jaboén liquido:

Nucleo LBG 5%

Aceite de palma 80%

Hidréxido sédico 12%

Glicerina 10%

Perfume 0,5%

Conservante 1%
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REIVINDICACIONES

1. Esteres de alquilglucésido como principios activos que provocan un reequilibrado de la flora comensal de la piel y
de las mucosas y/o una disminucién de la adhesién de los microorganismos patégenos sobre el tejido epitelial por
induccion de la expresién de péptidos antimicrobianos endégenos, para su utilizacién en una composicién topica
dermatolégica o dermocosmetoldgica destinada al tratamiento preventivo o curativo de las afecciones microbianas.

2. Esteres segun la reivindicacion 1, caracterizados porque los péptidos antimicrobianos endégenos pertenecen a la
familia de las B-defensinas y de las catelicidinas.

3. Esteres segln una de las reivindicaciones 1 o 2, caracterizados porque los péptidos antimicrobianos endégenos
de la familia de las B-defensinas son entonces HBD-2 y HBD-3.

4. Esteres segln una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizados porque el péptido antimicrobiano endégeno de la
familia de las catelicidinas es el LL-37.

5. Esteres segln una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizados porque la composicién topica esta destinada a
favorecer la homeostasis epitelial para el tratamiento de la dermatitis atépica.

6. Esteres seglin una de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizados porque la composicion esta destinada a
favorecer la homeostasis epitelial para el tratamiento de afecciones oftalmicas.

7. Esteres seglin una de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizados porque la composicion esta destinada a
favorecer la homeostasis epitelial para el tratamiento de afecciones gingivales.

8. Esteres segtn una de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizados porque la composicién esta destinada a
favorecer la homeostasis epitelial en el tratamiento de afecciones vaginales.

9. Esteres seglin una de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizados porque el éster de alquilglucésido es un mono- o
di-éster de alquilo de Cg-Cy de alquil C4-Cs-glucésido.

10. Esteres seglin una de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizados porque el éster de alquilglucésido es un mono- o
di-éster de alquilo de Cg-Cy de butilglucésido.

11. Esteres seglin una de las reivindicaciones 1 a 10, caracterizados porque el éster de alquilglucésido es un mono-
o di-caprilato, -caprato, -laurato, -palmitato, -miristato, -estearato, -cocoato de a-butilglucésido.

12. Esteres seglin una de las reivindicaciones 1 a 11, caracterizados porque el éster de alquilglucésido es el laurato
de a-butilglucésido, preferentemente diluido en el palmitato de octilo.
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