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DESCRIPCION
Fraccién de glicolipido procedente de cianobacterias para el tratamiento de enfermedades de la cavidad oral.
Campo de la invencion

[0001] La presente invencion se refiere al campo de coadyuvantes para la higiene oral y el tratamiento de
enfermedades de la cavidad oral.

Estado de la técnica

[0002] La periodontitis es una enfermedad oral causada por algunas especies de bacterias gram-negativas. Es
una enfermedad inflamatoria crénica del tejido oral, caracterizada por infecciones bacterianas crénicas que provocan
la destruccidn irreversible del tejido que soporta los dientes. Esta es una enfermedad muy comdn que afecta a
aproximadamente a 3/4 partes de la poblacion adulta con diversos grados de gravedad (1). El tejido subgingival se
caracteriza por la presencia de muchas especies bacterianas, pero pocas de ellas son responsables del inicio y la
progresion de la periodontitis. Estas son 4 especies de bacterias gram-negativas (Actinobacillum
actinomycetemconcomitans, Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema denticola), anaerobios
facultativos u obligados, que producen varios factores que les permiten colonizar la regién de subgingival, para
resistir el sistema inmune del huésped y causar la destruccién tisular (2-4). Sin embargo, entre estas,
Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) es la bacteria que se asocia con mas frecuencia a la periodontitis avanzada.
La incidencia y el grado de progresion de la enfermedad periodontal implican interacciones complejas entre las
bacterias periodontopaticas y el sistema inmune del huésped. Se ha demostrado que la activacién de las células
inmunitarias del huésped por estas bacterias y sus productos conduce a la secrecion de varios mediadores
proinflamatorios, tales como citocinas y metaloproteinasas de matriz (MMP), que modulan la destruccion del tejido
periodontal y también inducen la osteoclastogénesis (2). El lipopolisacarido (LPS) presente en la pared celular de las
bacterias gram-negativas es el factor principal que puede desencadenar la liberacion de mediadores proinflamatorios
por las células inmunes que residen en la mucosa oral o se reclutan durante el proceso de infeccién, tales como los
monocitos, macréfagos, leucocitos polimorfonucleares y células dendriticas (4-6). El tratamiento profesional de la
periodontitis se ha apoyado por el uso de adyuvantes para la higiene oral, tales como pasta de dientes y enjuague
bucal, que contienen preferiblemente desinfectantes o agentes antibacterianos de amplio espectro, tales como
triclosan, clorhexidina o, en algunos casos, antibidticos. Sin embargo, de acuerdo con los estudios mas recientes, el
uso de desinfectantes y/o agentes antibacterianos de este tipo no es totalmente recomendable por varios motivos,
siendo el primero sin duda la aparente toxicidad celular de algunos compuestos, tal como el triclosan. Esta es una
razon de por qué su uso incluso se ha prohibido en algunos paises de la Comunidad Europea, y siendo el segundo
que el LPS (o moléculas similares a LPS), el principal estimulo proinflamatorio, no se inactiva por la actividad
germicida comunmente presente en el enjuague bucal y/o la pasta de dientes; entonces su efecto como estimulo
proinflamatorio se mantiene incluso después de la erradicacion de la infeccién bacteriana. La tercera razén es que la
actividad antimicrobiana de amplio espectro tiene el efecto secundario no deseado de eliminar también la flora
microbiana "Gtil" o "buena”. No menos importante, por lo tanto, incluso el uso de agentes protectores normales para
la higiene oral no elimina especificamente la actividad proinflamatoria. Por lo tanto, es altamente deseable en el
campo dental el desarrollo de las preparaciones para la higiene oral que, ademas de eliminar el agente bacteriano,
contribuyen a inhibir especificamente los estimulos proinflamatorios asociados.

Resumen de la Invencion

[0003] La presente invencion se refiere a la fraccion de glicolipido procedente de Oscillatoria Planktothrix sp., para
su uso en el tratamiento y/o prevencién de una enfermedad bacteriana de las encias en la que la contaminacion por
proteinas es menor del 2% y la contaminacion por acidos nucleicos es menor del 5%. La etiologia de la enfermedad
de las encias se debe preferiblemente a una infeccién causada por una bacteria anaerobia seleccionada entre el
grupo que comprende: Actinobacillus actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia,
Treponema denticola e incluso preferiblemente Porphyromonas gingivalis. Las enfermedades de las encias son
preferiblemente gingivitis y periodontitis (piorrea). Un objeto adicional de la invencién son composiciones dentales
que comprenden la fraccion de glicolipido que se ha mencionado anteriormente, preferiblemente en cantidades que
varian entre 0,1 y 100 pg/ml, incluyendo, como ingredientes y/o diluyentes y/o estabilizadores y/o aditivos,
compuestos adecuados para la administracién oral, y opcionalmente uno o mas principios activos diferentes.
Preferiblemente, la concentracién de la fraccidn activa esta entre 1 y 50 pug/ml, preferiblemente 4-20 ug/ml para una
pasta o gel, y 1-5 ug/ml para un enjuague bucal. Otro objeto de la invencion es un procedimiento para la preparacion
de Oscillatoria Planktothrix sp. de una fraccién de glicolipido adecuada para su uso oral.

Breve descripcion de las figuras
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[0004] Figura 1. Inhibicion de la produccion de citocinas proinflamatorias en presencia de extracto de
cianobacterias (CE) (20 ug/ml) anadido simultaneamente 30, 60, 120, 240 minutos después de LPS procedente de
P. gingivalis. Panel A: TNF-a; panel B: IL-6; panel C: IL-8; panel C: IL-18.

Descripcion detallada de la invencion

[0005] Recientemente, se ha demostrado que un extracto de glicolipido preparado a partir de la cianobacteria
Oscillatoria Planktothrix FP1 es capaz de antagonizar en células dendriticas humanas los efectos proinflamatorios
desencadenados por los antagonistas de LPS del receptor TLR4, tal como el LPS procedente de E. coliy S. abortus
equi (10). La presente invencion surge de una observacién adicional de que el extracto también antagoniza los
efectos proinflamatorios de un LPS procedente de Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis). P. gingivalis es la
bacteria mas comun que esta relacionada con la periodontitis o la periodontitis crénica, la cual se ha demostrado que
es el agente causante principal. En particular, la respuesta proinflamatoria esta relacionada con la presencia de sus
componentes LPS y Fim 1, purificados como se describe en (9). Estos componentes se consideran actualmente
como la causa principal de la destruccién del tejido periodontal asociada a una infeccion por P. gingivalis, que a
menudo se asocia a la osteoclastogénesis (aumento del niUmero de osteoclastos responsables de la destruccion del
tejido 6seo) y la infeccién crénica. El hallazgo de la presente invencion es especialmente sorprendente en vista de la
actividad que se ha demostrado previamente hacia LPS de E. coliy S. abortus equi puesto que el LPS procedente
de P. gingivalis ejerce su actividad a través de la interaccién con el receptor TLR2 (7-9), mientras que muchos LPS
bacterianos activan las células de la inmunidad innata a través de la interaccion con el receptor de membrana TLR4
que pertenece a la familia de receptores tipo Toll (TLR). Por lo tanto, de acuerdo con un primer aspecto, la invencion
se refiere a la fraccion de glicolipido de Oscillatoria Planktothrix sp., cuyo aislamiento y las condiciones de
crecimiento se describen en (12) para su uso en la prevencion y/o tratamiento de una enfermedad de las encias y la
periodontitis bacteriana.

[0006] Los estudios in vitro en lineas celulares monociticas humanas han demostrado que la fraccién de glicolipido
procedente de Oscillator Planktothrix sp. es capaz de antagonizar principalmente los efectos proinflamatorios (es
decir, la produccion de citocinas y quimiocinas proinflamatorias) inducidos por LPS de P. gingivalis. Por lo tanto, ésta
representa un buen candidato para combatir la inflamacion gingival (gingivitis) y afecciones de inflamacion leve y
grave de los alvéolos dentarios (periodontitis o piorrea), la destruccion del tejido periodontal asociada a una infeccién
cronica y los fendmenos mas graves de osteoclastogénesis que se encuentran con la misma frecuencia en estas
infecciones. Los estudios in vitro también han demostrado que los extractos cianobacterianos preparados de
acuerdo con la invencion, que muestran un nivel de contaminacioén por proteinas inferior al 2% y un nivel de
contaminacién por &cidos nucleicos inferior al 5%, no son citotéxicos para las células de mamiferos como se evalu6
en los ensayos citotdxicos en lineas celulares, asi como en PBMC aisladas de sangre humana. Por lo tanto, es
posible reivindicar su uso para el tratamiento de la cavidad oral, tanto en forma de una composiciéon para el
tratamiento profesional de enfermedades gingivales, particularmente, piorrea y periodontitis, como en forma de una
composicidbn que se usara como adyuvante para la higiene oral, tal como un enjuague bucal, gel, pasta o
dispositivos que pueden masticarse o disolverse en la boca, por ejemplo, goma de mascar o caramelos. La falta de
citotoxicidad del extracto de la invencién se ha ensayado en sistemas celulares in vitro hasta una concentracion (100
pug/ml) que es 100 veces mayor que la concentracion eficaz minima. El extracto de la invencién, preparado como se
describe a continuacion, es inodoro, incoloro e insipido: por lo tanto, es posible su uso en preparaciones alimenticias
que pueden masticarse o disolverse en la cavidad oral, por ejemplo, en forma de pildoras revestidas de azlcar,
goma de mascar, caramelos o pildoras (también en combinacién con otras sustancias activas, por ejemplo xilitol) si
se combinan con otros ingredientes 0 componentes con las mismas caracteristicas. Por lo tanto, las composiciones
que contienen el extracto poseen las propiedades ventajosas de carencia de citotoxicidad, en las condiciones
descritas, y cualidades organolépticas satisfactorias. Con el fin de mejorar las Ultimas, sin embargo, las
composiciones pueden incluir agentes saporiferos y colorantes y edulcorantes, en pequefas cantidades.

[0007] El extracto se prepara de forma conveniente en forma de una composicién adecuada para administracion
oral y pueden prepararse en una forma mas o menos concentrada como una preparacion protectora para uso
profesional en limpieza dental y para la prevencion y tratamiento de piorrea, de gingivitis mas grave y en general de
la periodontitis, o simplemente como adyuvante para la higiene oral. Las composiciones de acuerdo con la invencion
comprenden el extracto de glicolipido procedente de Oscillator Planktothrix sp., preferiblemente en cantidades
comprendidas entre 0,1 y 100 pg/ml, mas preferiblemente en cantidades comprendidas entre 1 y 50 ug/ml, o incluso
mas preferiblemente comprendidas entre 4 y 20 ug/ml, en general, para preparaciones para el tratamiento dental
profesional, y que varian de 1 a 5 pg/ml para preparaciones protectoras para la higiene oral. Ademas, en un aspecto
preferido, estas composiciones comprenden excipientes, diluyentes y/o otros principios activos adecuados para su
uso en la cavidad oral, tales como, por ejemplo: agentes bacteriostaticos o germicidas, por ejemplo, derivados de
amonio cuaternario (tales como cloruro de cetilpiridinio o clorhexidina, o tensioactivos, detergentes, triclosan y
compuestos similares, por ejemplo DDDE (2,2,-dihidroxi-5.5 dibromodifenil éter) y estabilizadores. Como agentes
antibacterianos, también es posible usar antibiéticos, tales como, por ejemplo, penicilina, eritromicina o tetraciclina, u
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otros farmacos con actividad antibacteriana. Las composiciones de la invencién también pueden comprender
adyuvantes conocidos de higiene oral, tales como compuestos antisarro como polifosfatos, agentes anticaries como
sales fluoruro (por ejemplo monofluorofosfato), compuestos antiplaca (tales como urea, lactato calcico o similares),
sales potasicas como agentes desensibilizantes (por ejemplo citrato potasico o similares).

[0008] El extracto de glicolipido puede diluirse tanto en agua como en un disolvente aprético, tal como DMSO y es
estable en una solucién acuosa incluso cuando se combina, por ejemplo, con clorhexidina; ademas, también es
estable al calor. En la formulacion como colutorio, el extracto cianobacteriano esta en solucién acuosa o puede
diluirse en agua, mientras que en las composiciones sélidas (pasta de dientes, gel, etc. caramelos o goma de
mascar) puede contener agentes espesantes o gelificantes, tales como polisacéridos naturales o sintéticos (por
ejemplo, carragenano, carboximetil celulosa, hidroximetil celulosa, dextrano, almidén, glicerina vegetal), silice amorfa
o dioxido de titanio, goma natural o sintética (por ejemplo goma arabiga) polivinilpirrolidona, polietilenglicol o
compuestos capaces de conferir caracteristicas similares que se conocen bien por el experto en la técnica. Se
describe un proceso para preparar la fraccién de glicolipido procedente de un cultivo de Oscillator Planktothrix sp.
por Yiy col. (11): La muestra se trata a temperatura ambiente, comprendida entre 18 °C y 30 °C, durante un corto
tiempo de incubacion de al menos 5 minutos, preferiblemente al menos 10 minutos, incluyendo etapas de
purificacién adicionales, tales como preparacion de al menos la fracciéon de glicolipido en presencia de acetato
sddico y acetona, después de la extraccién con un reactivo a base de: un disolvente organico, preferiblemente fenol,
un agente caotrépico (tal como tiocianato de guanidina) como Tri-reagent® (Sigma N° cat. T3934) o reactivos
similares, tales como Trizol® (Invitrogen) y un segundo disolvente organico, tal como cloroformo, lavados posteriores
con etanol al 70% y eliminaciéon de contaminantes por proteinas mediante digestion con una proteinasa, por ejemplo
la proteinasa K. Estos tratamientos adicionales permiten conseguir una mejor actividad especifica ya que dan como
resultado la eliminacién de contaminantes, tales como fosfolipidos y proteinas heterélogas, que pueden tener un
efecto estimulante sobre la produccién de citocinas proinflamatorias, haciendo de esta manera que el extracto sea
menos eficaz. Una concentracion reducida de contaminantes permite usar concentraciones inferiores de extracto en
bruto en la cavidad oral. Ademas, la precipitacion con sal (por ejemplo acetato sddico) y un disolvente organico, tal
como acetona, y lavados adicionales del granulo con etanol diluido en agua, permiten eliminar trazas residuales de
disolventes toxicos requeridos para extraer este tipo de constituyentes celulares. El proceso para la preparacion del
extracto de Oscillator Planktothrix sp. proporciona una centrifugacion del cultivo cianobacteriano que ha alcanzado la
fase de crecimiento estacionaria, en medio tal como BG11 (Sigma-Aldrich N° cat. C3061), como se describe en
Pomati y col. (12). El granulo obtenido de este modo puede congelarse antes del proceso de extraccion que implica,
después de la descongelacion:

a) dilucién del granulo, preferiblemente con un volumen igual de agua o disolvente acuoso,

b) mezcla con un volumen apropiado de una solucion de extraccion (desnaturalizante) descrita en (13), que
consiste preferiblemente en un reactivo basado en un disolvente organico prético polar, preferiblemente
fenol, y un agente caotrépico (tal como tiocianato de guanidina) como Tri reagent® (Sigma N° cat. T3934), o
reactivo similares, tales como Trizol® (Invitrogen) y un disolvente aprético organico, tal como cloroformo, en
una proporcion de aproximadamente 1 volumen de suspension acuosa de cianobacterias, 2-4 volimenes
de solucion de extraccién, preferiblemente aproximadamente 3, y cloroformo, aproximadamente 0,5-1
volumen;

¢) incubacién de la mezcla durante al menos 5 minutos, méas preferiblemente durante al menos 10 minutos
a temperatura ambiente;

d) centrifugacion, preferiblemente a aproximadamente 2000xg y recogida del sobrenadante (fase acuosa)
que contiene la fraccion de glicolipido, que puede medirse mediante ensayo bioquimico, por ejemplo, por
electroforesis y tincion de plata, o mediante la inhibicion del ensayo de citotoxicidad en presencia de LPS.

[0009] El lisado cianobacteriano obtenido en d), que es el granulo obtenido por centrifugacion, puede extraerse de
nuevo opcionalmente para obtener la fraccion de glicolipido afnadiendo de nuevo agua o un tampén acuoso (en una
cantidad aproximadamente igual a la cantidad eliminada) y centrifugando de nuevo la muestra. El segundo
sobrenadante se agrupa con el sobrenadante previo y después se somete a las siguientes etapas adicionales:

e) precipitacion mediante adicién de sal, por ejemplo acetato sddico (5-20 mM finales), y de un disolvente
organico, preferiblemente acetona, en una cantidad igual a aproximadamente 2 volimenes seguido de
centrifugacion en las mismas condiciones que anteriormente;

f) lavado al menos una vez, preferiblemente dos veces, del granulo obtenido por centrifugacién con etanol
diluido en agua, por ejemplo etanol al 70%, y resuspension del granulo en una solucion acuosa,
preferiblemente una soluciéon acuosa tamponada, por ejemplo TRIS 50 mM,

g) tratamiento enzimatico de contaminantes por &cidos nucleicos con endo y exonucleasas (por ejemplo,
ADNasa y ARNasa) y tratamiento posterior de los contaminantes por proteinas con una proteasa, por
ejemplo la proteinasa K, preferiblemente en una cantidad igual a 100 pg/ml, durante un tiempo suficiente (al
menos 1 hora a 37 °C). Después de la digestiébn enzimatica, la muestra se centrifuga de nuevo, el
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sobrenadante se recupera y se precipita adicionalmente mediante la adicién de sal (por ejemplo acetato
sddico, aproximadamente 10 mM finales) y de un volumen apropiado (preferiblemente 2 volimenes) de
acetona u otro disolvente organico. La muestra se centrifuga de nuevo, y el granulo se suspende de nuevo
en agua o en una solucion acuosa y se somete un tamiz molecular usando un filtro (u otro dispositivo
adecuado) con un corte de 30 kilodaltons, dando como resultado de este modo la eliminacion de todo lo
que pasa a través del filtro y que conduce a la recuperacion de la fraccion de lipido retenida, junto con agua
0 una solucioén acuosa tamponada.

[0010] La actividad de la fraccion de glicolipido obtenida de este modo se mide mediante ensayos biolégicos en
base a la inhibicion de la actividad proinflamatoria inducida por LPS (de P. gingivalis o E. coli) en células que
producen citocinas, tales como IL-6, IL-8 TNF-alfa y/o IL-1B, como por ejemplo, THP1, y/o mediante ensayos
bioquimicos, como por ejemplo electroforesis.

[0011] Se entiende que el proceso que se ha descrito anteriormente puede modificarse por el experto en la técnica
con pequeias variaciones en, por ejemplo, las concentraciones y/o voliumenes finales y/o las condiciones de
centrifugacion, sin cambiar la actividad del producto final.

[0012] El proceso para la purificacion de la fraccién de glicolipido descrito en 10) incluye Unicamente la etapa g)
que se ha descrito anteriormente.

[0013] Las etapas que eliminan trazas de disolventes organicos, por ejemplo, fenol, y la retirada de la mayor parte
de los contaminantes por proteinas son importantes para aplicaciones para la cavidad oral.

[0014] De hecho, el extracto de glicolipido obtenido como se ha descrito anteriormente muestra una contaminacion
por proteinas <2% y una contaminacion por acidos nucleicos <5%, de acuerdo con la medicion de la primera por el
método de Bradford para el ensayo de proteinas y de la Gltima mediante una lectura espectrofotométrica a 260 nm
para la determinacion de &cidos nucleicos.

[0015] De acuerdo con un aspecto preferido, la invencion se refiere a una fraccién de glicolipido procedente de
Oscillatoria Planktothrix sp. de acuerdo con la reivindicacion 1 para su uso en un procedimiento para la prevencion y
tratamiento de una enfermedad de las encias, que varia de la forma mas leve, tal como gingivitis, a las formas mas
graves, tal como periodontitis (piorrea) en todas sus fases respectivas, incluyendo ademas la forma cronica, en los
sujetos afectados por estos trastornos. El procedimiento consiste en el tratamiento de la cavidad oral con una de las
composiciones de la invencion, aplicando pasta o geles al sitio de la infeccion o usando sistematicamente las
medidas protectoras para la higiene oral de acuerdo con la invencion. Ademas, como se ha mencionado
anteriormente, puesto que la actividad antiproinflamatoria de las composiciones de la invencion se realiza después
de la erradicacién del agente bacteriano, se considera la presente invencién tanto tratamiento como profilaxis, ya
que la inflamacién de las encias o de los alvéolos dentales en las formas mas graves de piorrea tiene consecuencias
al nivel de los sitios dentales, que consiste principalmente en la formacién de bolsas periodontales, que, a su vez,
facilitan la colonizacién bacteriana, la recurrencia de la infeccién y la cronizacion de la enfermedad. Ademas, como
es evidente a partir de los datos experimentales presentados, el extracto en bruto no sélo antagoniza el estimulo
proinflamatorio (que consiste en el caso especifico del LPS procedente de P. gingivalis) cuando se administra junto
con éste, sino también cuando se administra antes o después de éste (hasta al menos 4 horas mas tarde). Para el
tratamiento y/o prevencion se refiere tanto al tratamiento profesional por parte de un dentista, por ejemplo una
limpieza de las bolsas periodontales, como el mantenimiento de una mejor higiene oral mediante el uso de los
dispositivos de la invencion: pasta de dientes, geles, colutorios, caramelos y goma de mascar, con cualquiera de las
composiciones y dispositivos de la invencién.

[0016] La presente invencion también incluye el uso cosmético de las composiciones descritas, para el tratamiento
de enrojecimiento gingival en casos leves de gingivitis.

PARTE EXPERIMENTAL
Ejemplo 1. Preparacion del extracto procedente de cultivos de Oscillatoria Planktothrix FP1.

[0017] El extracto se preparé a partir de la cianobacteria Oscillatoria Planktothrix FP1 (12) mediante la adaptacion
a las necesidades actuales del procedimiento para la extraccion fria de lipopolisacaridos (LPS), que se us6 hasta la
fecha Unicamente para la extraccién de LPS de bacterias gram-negativas, como se describe en Yi y col. En detalle,
se diluyeron cianobacterias (CCAP 2 N°® 1459/45, 9 de julio de 2008, Escocia, Reino Unido) 1:1 en agua, se
mezclaron con 3 volumenes (donde el volumen unitario es el volumen total de cianobacterias diluidas en agua) de
Tri reagent (Sigma-Aldrich N° cat. T3934) y 1 volumen de cloroformo y se incubaron durante 10 minutos a
temperatura ambiente.
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[0018] Al final de la incubacion, se realiz6 la centrifugacion a 2000xg durante 15 min y el sobrenadante (fase
acuosa) que contenia la fraccién activa se recogié y se evalu6 mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
seguido de tincion de plata. Esto se siguié de una extraccion adicional de cianobacterias, por la adicién de nuevo de
agua (en una cantidad igual a la cantidad eliminada) y la recentrifugacion de muestras. Los sobrenadantes recogidos
de este modo se precipitaron con acetato sédico (10 mM finales), 2 volimenes de acetona y se centrifugaron. Al final
de la centrifugacion, el sobrenadante se elimind y el granulo se lavé adicionalmente dos veces con etanol al 70%.
Posteriormente, el sobrenadante de la etapa de lavado se elimind y el granulo se disolvié en una soluciéon TRIS 50
mm para la digestion de ARNasa y ADNasa seguida de la digestién con proteinasa K (100 ug/ml) durante una noche
de incubaciéon a 37 °C. Al dia siguiente la muestra se centrifugd a 2000xg durante 15 min; el sobrenadante se
recuperd y se precipitd en acetato sodico (10 mm finales) y 2 volimenes de acetona. El granulo obtenido de este
modo se suspendié de nuevo en agua y se paso a través de un filtré con un corte de 30 KD, eliminando de este
modo todos los componentes con un peso molecular inferior.

[0019] El retentado se diluyd de nuevo en un volumen adecuado de agua con el fin obtener una concentracién de
la fraccién de glicolipido de al menos 1 mg/ml para posteriores ensayos bioldgicos. El extracto obtenido de este
modo mostr6 una contaminacion por proteinas <2% y una contaminacion por acidos nucleicos <5%.

Ejemplo 2. Inhibicion de la produccion de citocinas proinflamatorias inducida por LPS de P. gingivalis.

[0020] La fraccion de glicolipido procedente de Oscillatoria Planktothrix FP1, preparada como se ha descrito en el
ejemplo anterior, se usé para estudiar los efectos in vitro en la produccion de citocinas proinflamatorias en una linea
celular monocitica humana (THP1). Los monocitos se llevaron a una concentracion de 0,5 x 10° células/ml, se
sembraron en placas de 24 pocillos (1 ml/pocillo) y se incubaron con LPS de P. gingivalis a una concentracion de 1
ug/ml en ausencia o presencia del extracto cianobacteriano a diversas concentraciones (1-20 pg/ml). Los cultivos
también se hicieron Unicamente en presencia de extracto cianobacteriano a una concentracion de 10 ug/ml. Los
cultivos se incubaron a 37 °C en una incubadora humidificada con CO; al 5% durante 18-20 horas. Después de la
incubacién, los sobrenadantes se recogieron y las citocinas proinflamatorias se cuantificaron mediante el uso de un
kit Diaclone ELISA intercalado (kit ELISA TNF-alfa humano N® cat. 950.090.096, kit ELISA IL-6 humano N° cat.
950.030.096, kit ELISA IL-8 humano N? cat. 850.050.096, kit ELISA IL1-beta humano N° cat. 850.006.096) (5).

[0021] Los resultados mostraron que el extracto cianobacteriano es incapaz de inducir la produccién de citocinas
proinflamatorias en células THP-1.

[0022] En presencia de 1 ug/ml de LPS ultrapuro de P. gingivalis (Invivogen LPS-PG) que estimula la produccion
de citocinas en la linea monocitica, el extracto afadido simultaneamente al LPS bacteriano inhibe significativamente
la produccién del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa), la interleucina 6 (IL-6), la interleucina 1 beta (IL-1 beta),
la interleucina 8 (IL-8) en una forma dependiente de la dosis/respuesta.

[0023] Considerando como el 100% la produccion de citocinas proinflamatorias inducida por LPS de P. gingivalis,
el extracto en bruto a una concentracion de 1 pg/ml demostré ser capaz de inhibir la produccién de TNF-alfa en el
90% £ 10, de IL-6 en el 92% * 5, de IL-8 en el 75 = 10%, de IL-1 beta en el 62 + 8% (los porcentajes representan el
promedio de los datos por triplicado).

[0024] A una concentracion de 20 ug/ml, el extracto demostré ser capaz de inhibir en gran medida la produccion
de las citocinas proinflamatorias ensayadas, en un intervalo entre el 95% y el 100% (figura 1). A una concentracion
de 20 ug/ml, el extracto demostrd ser capaz de ejercer sus efectos inhibidores incluso cuando se afiadi6 varias horas
después de LPS de P. gingivalis (figura 1, paneles 1-4, hasta 4 horas después).

Ejemplo 3. Evaluacion de toxicidad, estabilidad y solubilidad del extracto cianobacteriano en mezclas
compuestas.

Toxicidad
[0025] El extracto de Oscillatoria Planktothrix FP1 se ensayé tanto en lineas celulares diferentes (THP1, RAW
264.7, SKMEL-28, HEY4, SHSY-5Y) como en células mononucleares obtenidas de sangre periférica (PBMC, células

mononucleares de sangre periférica) a concentraciones entre 1y 100 pg/ml y demostrd no ser toxico incluso cuando
se uso6 a la mayor concentracion (100 pg/ml).

Estabilidad en solucion

[0026] El extracto de Oscillatoria Planktothrix FP1 preparado como se ha descrito en el ejemplo 1 se mezclé con
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digluconato de clorhexidina en agua durante 30 min a temperatura ambiente; posteriormente, después de la
purificacién para eliminar la clorhexidina, su eficacia sobre los cultivos celulares de monocitos se ensay6 de nuevo.
Los resultados muestran que el extracto de glicolipido conserva su actividad, segin se mide por la capacidad de
inhibir la produccion de TNF-alfa inducida por LPS de P. gingivalis. La inhibiciones fueron del 95%, 96% y el 99% en
presencia del extracto respectivamente a concentraciones de 1, 2, 4 ug/ml, por analogia a las observadas en
ausencia de clorhexidina. La viabilidad celular se comprob6 en los mismos cultivos al final del tiempo de incubacién
y demostré6 ser del 100% en todos los cultivos.

Estabilidad en una matriz sélida

[0027] El extracto de Oscillatoria Planktothrix FP1 se incrusté en una matriz de hidroxietilcelulosa y, después de un
mes, se ensayO para comprobar su actividad biolégica. Ademas en este caso, los resultados mostraron que el
extracto de glicolipido conserva su actividad biolégica con un grado de inhibicién igual al 90%, 93% y al 96%,
respectivamente, a concentraciones de 1, 2, 4 ug/ml, sin afectar a la viabilidad celular.

Estabilidad térmica

[0028] El extracto procedente de Oscillatoria Planktothrix FP1 preparado como se ha descrito en el Ejemplo 1, y
disuelto en agua, se llevd a 100 °C durante 5 min y posteriormente se ensay6 para comprobar su actividad biologica.
Incluso en este caso, los resultados demostraron que el extracto de glicolipido conserva la actividad inhibidora en la
produccion del TNF-alfa inducido por LPS de P. gingivalis sin afectar a la viabilidad celular.

Solubilidad

[0029] El extracto de Oscillatoria Planktothrix FP1 que se ha preparado en el ejemplo 1 se disolvié en agua a
diversas concentraciones hasta 100 veces superior que la concentracion 6ptima ensayada en el experimento que se
ha descrito en el ejemplo 2.

[0030] La Tabla 1 presenta los datos de solubilidad en agua y dimetilsulféxido (DMSO).

Tabla 1: Solubilidad del extracto de glicolipido

Concentracion del Extracto | DISOLVENTE
AGUA | DMSO
1 mg/mi + +
2 mg/ml + +
4 mg/ml + nd
8 mg/ml + nd
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REIVINDICACIONES

1. Fraccién de glicolipido procedente de Oscillatoria Planktothrix sp. para su uso en el tratamiento y/o la prevencion
de patologias gingivales con una etiologia bacteriana, teniendo dicha fraccién un grado de contaminacién por
proteinas inferior o igual al 2% y un grado de contaminacion por acidos nucleicos inferior o igual al 5%.

2. La fraccion de glicolipido procedente de Oscillatoria Planktothrix sp. para su uso de acuerdo con la reivindicacion
1, en la que el agente etiolégico se selecciona entre el grupo que consiste en: Actinobacillum
actinomycetemconcomitans, Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema denticola.

3. La fracciéon de glicolipido procedente de Oscillatoria Planktothrix sp. para su uso de acuerdo con la reivindicacion
2, en la que el agente etioldgico es Porphyromonas gingivalis.

4. La fraccion de glicolipido procedente de Oscillatoria Planktothrix sp. para su uso de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 1-3, en la que dicha patologia gingival se selecciona entre el grupo de: gingivitis y
periodontitis (piorrea).

5. Uso de la fraccion de glicolipido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 para la preparacion de
una composicion oral para el tratamiento y/o la prevencién de patologias gingivales con una etiologia bacteriana.
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