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DESCRIPCION
Proceso para la preparacion de una biomasa que comprende plantaricina y usos de la misma en el campo médico

La presente invencion se refiere a un proceso para la preparacion de una biomasa que comprende plantaricina y al
uso de la misma en el campo médico. En particular, la presente invencién se refiere a un proceso para la
preparacion de plantaricina A, N o K o mezclas de las mismas o una biomasa que contiene una o mas de las
plantaricinas anteriormente mencionadas junto con bacterias acido lacticas usadas para la preparacion y el uso de
las mismas para estimular la funcién de barrera de las células intestinales o los queratinocitos epidérmicos humanos.

Se sabe que la epidermis y la pared intestinal desempefian una funcién de barrera hacia el medio externo y los
agentes dafiinos hallados en él. La funcidon de barrera de la epidermis y de la pared intestinal se puede debilitar
debido a diversos factores. Una de las condiciones que con mas frecuencia dan como resultado alteraciones de la
funcién de barrera de la epidermis es la exposicién a factores ambientales de origen diverso. En condiciones
normales, de todos modos, la epidermis es capaz de adaptarse a posibles lesiones exdgenas por medio de una
adaptacion que da como resultado la consecucion de un "estado estacionario" y un grado de tolerancia adecuado.
La agresion continua de la epidermis por detergentes irritantes y sustancias quimicas (disolventes organicos,
jabones, disoluciones detergentes), por ejemplo, puede dafiar no solamente el componente lipidico de la pelicula
superficial de la epidermis, sino también el componente intercelular de la capa cérnea, lo que da como resultado la
degradacion de la funcion de barrera.

Esto da como resultado una dermatitis de bajo grado caracterizada por un incremento de la pérdida transepidérmica
de agua, descamacion leve y pérdida de elasticidad de la capa cérnea, posiblemente seguida de la formacion de
pequefas soluciones superficiales continuas. Esta afeccion irritante leve, a menudo subclinica, desencadena los
procesos de restauracion que, por medio de un incremento de la sintesis de lipidos y la estimulacion de la actividad
de proliferaciéon de queratinocitos basales, permite alcanzar un nuevo equilibrio y la restauracion de la funcion de
barrera.

Cuando la barrera dérmica ya no es adecuada para llevar a cabo correctamente las funciones defensivas
intrinsecas, se incrementa el riesgo de apariciéon de patologias cutaneas inflamatorias, desencadenadas por la
liberacion de citocinas, lo que da como resultado la produccion in situ de mediadores flogégenos y radicales libres.
Esto ultimo, ademas de la generacion de lesiones directas en el ADN y las proteinas mediante un mecanismo
oxidativo, puede provocar la peroxidacion de las membranas celulares dérmicas.

Aunque la epidermis no contiene vasos sanguineos, contiene de todas formas una pequefia cantidad de agua
indispensable para el equilibrio fisiologico y la integridad del tejido cérneo. El agua de los capilares dérmicos fluye a
través de la union dérmica-epidérmica y el canal entre las hileras de corneocitos hasta niveles similares a la mayoria
de los tejidos, es decir, alrededor del 60-70% en las zonas profundas (capa cérnea compacta), y el 10-35% en las
regiones mas superficiales (capa cérnea disyuntiva). El hecho de que, también en la parte mas externa, en contacto
con el aire, la epidermis sea capaz de mantener un depdsito de humedad se basa en dos funciones particulares: la
actividad de barrera que previene la evaporacion del fluido y la actividad hidroéfila global de la capa cornea
(capacidad de retencion de agua), que es el resultado de la presencia de particulas sumamente higroscopicas. Los
experimentos basados en la eliminacion progresiva de las capas mas delgadas de corneocitos de la capa cérnea
disyuntiva, y la pelicula hidrolipidica solapante, demuestran que la funcién de barrera no se ve afectada de manera
notable, mientras que, por otra parte, la misma se degrada gradualmente por la eliminacion de las capas mas
profundas de las capas corneas compactas subyacentes, cuya estructura de pared cementada, con ladrillos de
corneocitos que consisten en agrupamientos de queratina compactados con flagrina y una envoltura proteica rigida,
es muy conocida. Mediante microscopia electréonica se ha mostrado que los corneocitos estan firmemente sellados
mediante placas desmosomicas modificadas (corneosomas) y estan incrustados dentro de un adhesivo lipidico
conocido como cemento intercorneocitario, lo que genera una pelicula de barrera flexible y practicamente
impenetrable. Las condiciones de gran tension afectan posiblemente de manera aguda o crénica a la barrera
cutanea, y el cuerpo genera contra las mismas una serie de mecanismos homeostaticos que dan como resultado la
capacidad de la epidermis de monitorizar y restaurar la eficacia cuando se da un fallo de la misma
independientemente del origen del agente nocivo agudo. La epidermis responde a las tensiones cutaneas croénicas,
inducidas por una exposicion prolongada a la baja humedad del aire, tal como ocurre generalmente en los climas
secos, por medio de fendmenos adaptativos compensatorios que dan como resultado el incremento de la
proliferacion de las células basales y el incremento consecuente del grosor de la capa cérnea y de la epidermis en
conjunto. Ademas se incrementa la produccion y exocitosis de cuerpos de Odland y lipidos intercorneocitarios (que
mantienen la composicién habitual) de forma que la epidermis puede conservar de mejor manera los recursos
hidricos. En cualquier caso, la deficiencia de humedad da como resultado un cambio de fase con respecto a la
estratificacion liquido-lipido del cemento intercorneocitario con una cristalizaciéon posterior. Como resultado, se da
una menor plasticidad y rigidez con respecto a las tracciones inducidas por los movimientos musculo-articulares y los
estimulos dinamicos extrinsecos, y asi se generan facilmente microlesiones. Otra implicacion de las respuestas
adaptativas similares consiste en la hiperqueratosis: el incremento de la capa de proliferacion no se contrarresta con
una tasa de exfoliacidon superior correspondiente de corneocitos que, en vez de descamarse, permanecen
incrustados en agrupamientos masivos coérneos y se desprenden solamente en forma de grandes descamaciones.
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Ademas, las tensiones ambientales crénicas activan una cascada de citocinas con aspectos histologicos de flogosis
en asociacion con hipertrofia y desgranulacion de mastocitos en la dermis. Esto puede explicar la exacerbacion de
las dermatopatologias inflamatorias observadas en invierno.

Cada lesion aguda contra la barrera de la epidermis induce una respuesta de citocinas por parte de las células
cutaneas implicadas, cuyos efectos se reflejan en los queratinocitos y la dermis subyacente, lo que da como
resultado consecuencias morfoldgicas y funcionales importantes dirigidas a la restauracion de la funcién de barrera,
el texturizado de la superficie epidérmica, y, sobre todo, la estimulacion de la actividad de los fibroblastos en la que
se basa la mejora de la compactibilidad y la rigidez de la dermis.

En realidad, los métodos usados para restaurar la funcién de barrera se basan en el uso de sustancias de
restauracion e hidrorregulacion adecuadas para evitar la defensa cutanea insuficiente que resulta de la alteracion de
la funcion de barrera. Estas sustancias son compuestos con actividad de rehidratacion y reestructuracion. Muchos
productos dermocosméticos permiten la rehidratacion cutanea y, de acuerdo con su funcion restauradora, favorecen
la regeneracion cutanea. Sin embargo, los mismos actuan por medio de un simple "enmascaramiento cosmético" de
una superficie rugosa, y no poseen un auténtico efecto terapéutico, que tendrian que ejercer por medio de una
actividad reparadora y regenerativa dirigida a la restauracion de la integridad morfofuncional cutanea.

Recientemente se ha resumido que las bacterias son adecuadas para liberar y detectar moléculas sefial como
respuesta a las modificaciones de las condiciones ambientales, lo que incluye las variaciones de su densidad celular
y/o el nimero de otras especies celulares microbianas que se dan en un ecosistema (Sturme et al., 2007. Making
sense of quorum sensing in lactobacilli: a special focus on Lactobacillus plantarum WCFA1. Microbiology 153: 3939-
3947). Con respecto a las bacterias acido lacticas, estas respuestas, que se dan de acuerdo con un mecanismo de
"deteccion de quérum" (QS), incluyen moléculas sefial denominadas autoinductores de tipo 2 (Al-2, principalmente
derivados de furanonas) sintetizados mediante el uso de la actividad de la enzima LuxS (Miller y Bassler, 2003. LuxS
quorum sensing: more than just a numbers game. Curr Opin Microbiol 6: 191-197), o moléculas sefial denominadas
feromona peptidica o autoinductor peptidico (AIP) (Nakajama et al., 2001. Gelatinase biosynthesis-activating
pheromone: a peptide lactone that mediates a quorum sensing in Enterococcus faecalis. Mol Microbiol 41: 145-154).
Recientemente se ha probado que el genoma de L. plantarum WCFS1 contiene un elevado nimero de genes que
codifican péptidos AIP, junto con otros genes que codifican otras funciones implicadas en los mecanismos de
"deteccion de quérum" (Sturme et al., 2007. Making sense of quorum sensing in lactobacilli: a special focus on
Lactobacillus plantarum WCFA1. Microbiology 153: 3939-3947). Ciertos estudios han demostrado que el sistema que
se dirige a la sintesis de una feromona peptidica de tipo plantaricina esta implicado en mecanismos de comunicacion
celular intraespecie. En este caso, la feromona peptidica se usa como medio para medir la densidad celular de la
especie que sintetiza la molécula (Diep et al., 1994. The gene encoding plantaricin A, a bacteriocin from
Lactobacillus plantarum C11, is located on the same transcription unit as an agr-like regulatory system. Appl Environ
Microbiol 60:160-166). Otros estudios también han demostrado que las feromonas peptidicas de tipo plantaricina
pueden estar implicadas en mecanismos de comunicaciéon celular interespecie. En particular, la presencia de
microorganismos competitivos puede activar el sistema de regulacion implicado en los mecanismos de antagonismo
microbiano (Maldonado et al., 2004. Production of plantaricin NC8 by Lactobacillus plantarum NC8 is induced in the
presence of different types of Gram-positive bacteria. Arch Microbiol 181: 8-16). En presencia de otras especies
microbianas a una densidad celular elevada, la feromona peptidica favorece una serie en cascada de reacciones de
fosforilacion que implican fendmenos complejos de regulacién metabdlica que dan como resultado la sintesis de
moléculas sefial que actian especificamente como compuestos antimicrobianos de tipo bacteriocina (por ejemplo,
plantaricinas A, Ky N) (Hauge et al., 1998. Plantaricin A is an ampkiphilic alpha-helical bacteriocin-like pheromone
which exerts antimicrobial and pheromone activities through different mechanisms. Biochemistry 37:16026-16032).

Aunque se ha dilucidado parcialmente el mecanismo de comunicaciéon celular entre células procarioticas y
eucaridticas, existe una bibliografia muy limitada con respecto a las interacciones entre las moléculas sefial
implicadas en los mecanismos de "deteccion de quérum" de las bacterias (por ejemplo, las feromonas peptidicas) y
las células de la mucosa intestinal humana. El Unico ejemplo es el pentapéptido CSF, sintetizado por el
microorganismo probiodtico Bacillus subtilis, como molécula implicada en los fendmenos de competencia y
esporulacion (Fujija et al., 2007. The Bacillus subtilis quorum-sensing molecule CSF contributes to intestinal
homeostasis via OCTN2, a host cell membrane transporter. Cell Host Microbe 1:299-308). Se ha demostrado que
dicho pentapéptido es adecuado para inducir la quinasa p38 MAP, quinasa B (Akt) y criotolerancia, por lo que se
favorece la prevencion del dafio oxidativo a nivel intestinal y se refuerza la funcion de barrera. Ademas, en el estado
de la técnica actual no existe ninguna publicacion o patente centrada en el efecto de las moléculas sefial implicadas
en los mecanismos de comunicacion celular bacteriana con respecto a la epidermis humana.

Los autores de la presente invencion han descubierto que la plantaricina, en particular la plantaricina A, ejerce un
efecto positivo sobre la funciéon de barrera de los queratinocitos en la epidermis humana y también en las células
intestinales.

Se conocen los estudios sobre los procesos para la preparacion de plantaricina mediante el uso de monocultivos
bacterianos (intraespecie). Sin embargo, el cultivo de los microorganismos de interés se lleva a cabo en medios de
cultivo complejos y demasiado caros para ampliarlos a nivel industrial para la preparacion de moléculas sefal para
fines terapéuticos.
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Los autores de la presente invencién han desarrollado un proceso para la preparacion de plantaricina mediante el
uso de un cocultivo de dos bacterias acido lacticas especificas adecuadas para obtener un rendimiento mayor que
los obtenidos segun la técnica conocida. En particular, el cultivo de L. plantarum DC400 (depositada en la DSMZ el
21 de diciembre de 2009 con el ndmero DSM 23213) en forma de un cocultivo con L. rossiae DPPMA174
(depositada en la DSMZ el 21 de diciembre de 2009 con el numero DSM 23214) es adecuado para activar la sintesis
de la feromona peptidica de tipo plantaricina (en particular plantaricina A), y se obtienen concentraciones alrededor
de 50 veces mayores que en presencia de un monocultivo de L. plantarum DC400 (DSM 23213). Ademas, se ha
demostrado que el cultivo de L. plantarum DC400 (DSM 23213) con otras especies de bacterias acido lacticas,
también aisladas mediante "fermentacién natural", no es adecuado para estimular la sintesis de la feromona
peptidica como cuando esta en asociacion con L. rossiae. Otro aspecto importante del proceso segun la presente
invencion es que la sintesis de plantaricina A es viable no solamente en el medio de cultivo empleado normalmente
para el cultivo de laboratorio de bacterias acido lacticas, sino también en mosto de uva, suero de leche y extractos
acuosos de frutas y de productos vegetales.

Segun la técnica conocida, ninguna publicacion o patente describio la sintesis de plantaricina tipo A (PInA) como
mecanismo de respuesta al cocultivo de dos bacterias acido lacticas (por ejemplo, L. plantarum y L.
sanfranciscensis) que se da en el mismo ecosistema alimentario, como la "fermentacion natural" usada para la
produccion de productos fermentados horneados. Ademas, de acuerdo con la bibliografia, no se ha informado un
incremento de la sintesis de plantaricina A en cocultivo (interespecie) con respecto a las condiciones de monocultivo
(intraespecie). Ademas, como se informé anteriormente, seguin los procesos conocidos, se usan medios de cultivo
muy caros y complejos.

Ademas, se ha descubierto sorprendentemente que la biomasa obtenida de acuerdo con el proceso de la invencién
que comprende una o mas plantaricinas en asociacion con las bacterias acido lacticas L. plantarum DC400 (DSM
23213) y L. rossiae DPPMA174 (DSM 23214) ejerce una eficacia mayor que la plantaricina sola en la mejora de la
funcién de barrera a nivel de la epidermis o de la pared intestinal.

Las bacterias acido lacticas segun la presente invencion pertenecen a la especie Lactobacillus y se han aislado a
partir de "fermentaciones naturales" para la produccién tipica de pan en el sur de Italia.

Se ha estandarizado y optimizado un protocolo biotecnoldgico que implica el cocultivo de dichas bacterias en CDM
(medio quimicamente definido), WFH (hidrolizado de harina de trigo) (Gobbetti, 1998. The sourdough microflora:
interactions of lactic acid bacteria and sourdoughs. Trends Food Sci Technol 9:267-274), mosto de uva (dilucion al
1% de carbohidratos solubles, adicién de un 0,5% de maltosa y 0,5% de extracto de fermentacioén, pH 5,6), suero de
leche (adicion de un 0,5% de maltosa y 0,5% de extracto de fermentacién, pH 5,6) o extractos acuosos de productos
vegetales y de frutas (adicién de un 0,5% de maltosa y 0,5% de extracto de fermentacion, pH 5,6) durante 18 - 24
horas a 30 - 37 °C. Al final del cultivo, las células se pueden eliminar o no del caldo de cultivo mediante
centrifugacion, y después el sobrenadante se somete a un proceso de deshidrataciéon mediante secado o
liofilizacion.

A continuacioén se describe un esquema del protocolo biotecnoldgico para la formulacion de la preparacion basada
en plantaricina A.

Propagacion de cultivos de bacterias acido lacticas a 30 °C durante 24
horas, lavado, suspension en agua a una densidad celular de 9,0 log
ufc/ml y coinoculacion (1-4%) del medio de cultivo (CDM, WFH, mosto de
uva, suero de leche, extractos acuosos de frutas y de productos vegetales)

!
Cultivo a 30 - 37 °C durante 18 - 24 horas

l

Eliminacion de las células mediante centrifugacion

l

Deshidratacion del sobrenadante mediante secado o liofilizacion

l

Formulacion de la preparacion para la aplicacién en un producto para el
cuidado de la piel

Cuando se lleva a cabo un cultivo de L. plantarum DC400 (DSM 23213) y L. rossiae DPPMA174 (DSM 23214) en
condiciones de cocultivo en cualquiera de los sustratos anteriormente mencionados, se detecta la sintesis de
plantaricina A a una concentracion de 2,5 a 4,0 yg/mL. En condiciones de monocultivo, la concentracion de la
plantaricina A sintetizada por L. plantarum DC400 (DSM 23213) es de alrededor de 0,06 pg/mL. En condiciones de
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cocultivo con otras especies de bacterias acido lacticas (por ejemplo Pediococcus pentosaceus, Lactobacillus
pentosus, Lactobacillus brevis, Lactobacillus rossiae, Lactobacillus rhamnosus), la sintesis de plantaricina A es
notablemente inferior. En condiciones de cocultivo con L. rossiae DPPMA174 (DSM 23214), se ha detectado la
sintesis de otras feromonas peptidicas, como plantaricina tipo K y N, aunque a concentraciones inferiores que
plantaricina A, y en particular en el intervalo de 0,02 a 0,06 pg/ml. Segun una posible formulacion, la aplicacion de
2,5 pyg/ml de plantaricina A estimuld las funciones de barrera como se demostré mediante el uso de un modelo de
epidermis reconstruida (SkinEthic®) y un ensayo de resistencia eléctrica transepitelial (TEER). Se han obtenido
resultados similares mediante el uso de células intestinales Caco-2/TC7 adecuadas para reproducir la mucosa
intestinal.

Segun los analisis complementarios llevados a cabo mediante el uso de técnicas microbiolégicas, cromatograficas y
ensayos in vitro y ex vivo sobre cultivos celulares, el cocultivo de L. plantarum DC400 (DSM 23213) y L. rossiae
DPPMA174 (DSM 23214), nunca usado en estudios anteriores, segun la presente invencion, permite: (i) la sintesis
de moléculas sefial implicadas en los mecanismos de comunicacion celular interespecie a una concentracion
indetectable en presencia de otras asociaciones de bacterias acido lacticas en un Unico ecosistema; (i) la sintesis de
plantaricina A, y otras plantaricinas (K y N), también mediante el uso de sustratos de bajo coste; y (iii) un efecto
protector que aumenta la funcién de barrera a nivel celular en la epidermis y el intestino, lo que demuestra que las
moléculas sefial sintetizadas por las células procariéticas también son detectadas por las células eucariéticas.

Por lo tanto, un objetivo especifico de la presente invencion es un proceso biotecnoldgico para la sintesis de una
biomasa que comprende o que consiste en al menos una plantaricina seleccionada de las plantaricinas A, K o N,
preferiblemente A, o mezclas de las mismas y las bacterias acido lacticas Lactobacillus plantarum DSM 23213 y
Lactobacillus rossiae DSM 23214, o para la preparacion de una o mas plantaricinas seleccionadas de las
plantaricinas A, K o N, preferiblemente A, o mezclas de las mismas, y dicho proceso comprende o consiste en las
siguientes etapas:

a) propagacion del cultivo de las bacterias acido lacticas Lactobacillus plantarum DSM 23213 y Lactobacillus rossiae
DSM 23214;

b) coinoculaciéon de un sustrato seleccionado del grupo que consiste en medio quimicamente definido (CDM),
hidrolizado de harina de trigo (WFH), mosto de uva, suero de leche o extractos de frutas y de productos vegetales,
con una suspension acuosa de bacterias acido lacticas como se definio en la etapa a);

c) incubacion; y, opcionalmente,
d) centrifugacion del caldo de cultivo para eliminar las células de bacterias acido lacticas.

En particular, la densidad celular de la suspension de la etapa a) puede ser de alrededor de 9,0 Log ufc/ml para cada
especie de bacteria acido lactica, y se afiade al sustrato en un porcentaje que oscila del 1 al 4% basado en el
volumen de sustrato. La etapa de incubacion se puede llevar a cabo a una temperatura de 30 a 37 °C,
preferiblemente 30 °C, durante 18 - 24 horas, preferiblemente 18 horas, mientras la centrifugacion se puede llevar a
cabo a 10000 x g durante 15 min a 4 °C.

El proceso segun esta invencion puede comprender ademas una etapa e) para la deshidratacion del sobrenadante
obtenido de la etapa d) mediante secado o liofilizacion.

Un objetivo adicional de la presente invencion es una biomasa obtenible u obtenida segun el proceso anteriormente
mencionado, que comprende o que consiste en al menos una plantaricina seleccionada de las plantaricinas A, Ko N,
preferiblemente A, o mezclas de las mismas, y las bacterias acido lacticas Lactobacillus plantarum DSM 23213 y
Lactobacillus rossiae DSM 23214.

La presente invencion se refiere ademas a una composicion farmacéutica o cosmética que comprende o que
consiste en la biomasa anteriormente definida, como principio activo, junto con uno o mas excipientes y/o
adyuvantes farmacéuticamente aceptables.

Un aspecto particular de la presente invencién se refiere ademas al uso de la biomasa o composicién anteriormente
definida para la preparacién de un medicamento para el tratamiento o la prevencién de la alteracién de la funcion de
barrera de la epidermis o de la pared intestinal, o para la cicatrizacion de heridas.

Las bacterias acido lacticas Lactobacillus plantarum DSM 23213 o Lactobacillus rossiae DSM 23214, o las mezclas
de las mismas, son un objetivo adicional de la presente invencion.

Ademas, la presente invencioén se refiere al uso de una o mas plantaricinas seleccionadas de las plantaricinas A, K o
N, preferiblemente A, para la preparacion de un medicamento para el tratamiento o la prevencién de la alteracion de
la funcién de barrera de la epidermis o de la pared intestinal, o para la cicatrizacién de heridas.

La presente invencion se describira a continuacion de una manera ilustrativa pero no limitante, segun las
realizaciones preferidas de la misma, en particular con referencia a los dibujos adjuntos.
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La Figura 1a muestra los resultados del analisis mediante HPLC multidimensional (MDLC) acoplado a MS (nano-
ESI/MS-MS) con trampa de iones con ionizacion por electrospray (ESI) del sobrenadante sin células del caldo de
cultivo obtenido mediante el cocultivo de Lactobacillus plantarum DC400 (DSM 23213) y Lactobacillus rossiae
DPPMA174 (DSM 23214). La Figura 1b muestra el cromatograma obtenido a partir del cromatograma real de la
Figura 1a basado en el tiempo de adquisicion especifico con las proporciones m/z relativas a la plantaricina A. La
Figura 1c muestra el espectro MS/MS que detecta especies basandose en la proporcion m/z 1493,7 observada en el
cromatograma de la Figura 1a.

La Figura 2 muestra la concentracion de plantaricina A sintetizada a partir de monocultivos de Lactobacillus
plantarum DC400 (DC400), L. plantarum DPPMA 20 (DPPMAZ20), Lactobacillus pentosus 12H5 (12H5), Lactobacillus
rossiae DPPMA174 (DPPMA174) y Pediococcus pentosaceus 2XA£ (2XA3), y cocultivos de L. plantarum DC400 con
L. plantarum DPPMA20 (DC400-DPPMAZ20), L. pentosus 12H5 (DC400-12H5); L. rossiae DPPMA174 (DC400-
DPPMA174) o P. pentosaceus 2XA3 (DC400-2XA3). Los datos son la media de tres experimentos por triplicado.

La Figura 3 muestra la cinética de crecimiento de Lactobacillus rossiae DPPMA174. Monocultivo (e); cocultivo con
Lactobacillus plantarum DC400 (o); monocultivo con plantaricina A purificada (2,5 pg/ml) (A); y monocultivo con
plantaricina A sintetizada quimicamente (2,5 uyg/ml) (A). La plantaricina A purificada corresponde a la sintetizada
mediante el cocultivo de L. plantarum DC400 y L. rossiae DPPMA174. Los datos son la media de tres experimentos
por triplicado.

La Figura 4 muestra porciones de geles relacionadas con el analisis bidimensional electroforético de las proteinas
expresadas de Lactobacillus rossiae DPPMA174 tras 18 horas de cultivo. Panel A, monocultivo; panel B, cocultivo
con Lactobacillus plantarum DC400; y panel C, monocultivo en presencia de plantaricina A purificada (2,5 pg/ml).
Los numeros marcados con un 6valo o triangulo se refieren a proteinas que exhiben un incremento o disminucién del
nivel de expresion en el cultivo con L. plantarum DC400 o plantaricina A purificada. Los nimeros marcados con un
rombo o triangulo doble se refieren a proteinas que exhiben un incremento o disminucion del nivel de expresion
solamente en el cocultivo con L. plantarum DC400.

La Figura 5 muestra la resistencia eléctrica transepitelial (TEER) (Ohms x cm?) de epidermis reconstruidas
(SkinEthic®) tras la exposicion durante 0 y 24 horas a tampon PBS, plantaricina A (2,5 ug/ml) o biomasa que
contiene 2,5 ug/ml de plantaricina A, respectivamente. Los datos son la media de tres experimentos por triplicado.

La Figura 6 muestra la viabilidad de células Caco2/TC7 medida como la absorcion de Rojo Neutro tras 24, 48 y 72
horas de incubacion con plantaricina A purificada (2,5 pg/ml) producida mediante un monocultivo de Lactobacillus
plantarum DC400 (DC400) o con un cocultivo de Lactobacillus rossiae DPPMA174 (DC400-DPPMA174). La fraccion
purificada del monocultivo de L. rossiae DPPMA174 eluida segun las condiciones cromatograficas como para
plantaricina A se ha usado como control negativo (DPPMA174). Otro control negativo es el medio de cultivo DMEM
(DMEM). La plantaricina A sintetizada quimicamente (2,5 yg/ml) se ha usado como control positivo (PInA). Los datos
son la media de tres experimentos por triplicado. Los asteriscos indican diferencias significativas (P<0,07) con
respecto al control negativo.

La Figura 7 muestra la viabilidad de células Caco2/TC7 medida como la absorcion de Rojo Neutro tras 24, 48 y 72
horas de incubacion con interferén y (IFN-y) (1000 U/ml) solo y con IFN-y + plantaricina A purificada (2,5 pg/ml) (IFN-
y + DC400-DPPMA174). La plantaricina purificada es de un cocultivo de Lactobacillus plantarum DC400 y
Lactobacillus rossiae DPPMA174. El medio de cultivo DMEM se ha usado como control negativo (DMEM). Se ha
usado plantaricina A sintetizada quimicamente (2,5 pg/ml) junto con IFN-y como control positivo (PInA). Los datos
son la media de tres experimentos por triplicado. Los asteriscos indican diferencias significativas (P<0,07) con
respecto al control negativo.

La Figura 8 muestra la resistencia eléctrica transepitelial (TEER) (Ohms x cm?) de células Caco2/TC7 tras 24 y 48
horas de incubacion. La incubacion se ha llevado a cabo con: plantaricina A purificada (2,5 pg/ml) de un monocultivo
de Lactobacillus plantarum DC400 (DC400); plantaricina A purificada (2,5 pug/ml) de un cocultivo de L. plantarum
DC400 y Lactobacillus rossiaec DPPMA174 (DC400-DPPMA174); plantaricina A sintetizada quimicamente (2,5 pg/ml)
(PInA); interferén y (IFN-y) (1000 U/ml) y plantaricina A purificada de un cocultivo de L. plantarum DC400 y L. rossiae
DPPMA174 (IFN-y + DC400-DPPMA174); e IFN-y y plantaricina A sintetizada quimicamente (PInA + IFN-y). El
medio de cultivo DMEM (DMEM) se ha usado como control negativo. Los datos son la media de tres experimentos
por triplicado. Los asteriscos indican diferencias significativas (P<0,07) con respecto al control negativo.

La Figura 9 muestra los resultados de los ensayos de cicatrizacion de heridas en queratinocitos tratados con el
control, plantaricina A o biomasa que contiene plantaricina A, respectivamente.

La Figura 10 muestra la distancia entre los margenes de una herida tratada con control, plantaricina A o biomasa
que contiene plantaricina A.

La Figura 11 muestra el porcentaje de incremento de la cicatrizacion para la herida tratada con el control,
plantaricina A o biomasa que contiene plantaricina A.

La Figura 12 muestra imagenes representativas de una monocapa de queratinocitos humanos 2544 NCTC tratados,
6
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tras el corte, con Plantaricina cocultivada (a) y Plantaricina sintética (b), a los diferentes intervalos de tiempo
considerados. El corte de la monocapa se ha llevado a cabo mediante el uso de una punta de pipeta de 200 pl. Las
células se han tratado con Plantaricina cocultivada y sintética independientemente, y a concentraciones de 0,1, 1y
10 pg/ml.

La Figura 13 muestra el porcentaje de células migradas a través del area del corte tras el tratamiento con
Plantaricina cocultivada (0,1, 1 y 10 yg/ml). Los porcentajes de migracion se han determinado midiendo el area clara
entre las dos lineas del corte a 0, 4, 8, 12, 24, 48 y 72 horas tras el corte. Las barras representan las medias + E.E.M
de dos experimentos independientes por triplicado.

La Figura 14 muestra el porcentaje de células migradas a través del area del corte en el momento inicial tras el
tratamiento con Plantaricina sintética (0,1, 1 y 10 pg/ml). Los porcentajes de migracion se han determinado midiendo
el area clara entre las dos lineas del corte a 0, 4, 8, 12, 24, 48 y 72 horas tras el corte, en comparacion con el area
clara inicial. Las barras representan las medias + E.E.M de dos experimentos independientes por triplicado.

La Figura 15 muestra el porcentaje de area clara con respecto al area del corte inicial tras el tratamiento de la
monocapa de queratinocitos humanos NCTC2544 con Plantaricina cocultivada (0,1, 1 y 10 pg/ml). Los porcentajes
de migracion se han determinado midiendo el area clara entre las dos lineas del corte a 0, 4, 8, 12, 24, 48 y 72 horas
tras el corte, en comparacion con el area clara inicial. Las barras representan las medias + E.E.M de dos
experimentos independientes por triplicado.

La Figura 16 muestra el porcentaje de area clara con respecto al area del corte inicial tras el tratamiento de la
monocapa de queratinocitos humanos NCTC2544 con Plantaricina sintética (0,1, 1 y 10 ug/ml). Los porcentajes se
han determinado midiendo el area clara entre las dos lineas del corte a 0, 4, 8, 12, 24, 48 y 72 horas tras el corte, en
comparaciéon con el area clara inicial. Las barras representan las medias + E.E.M de dos experimentos
independientes por triplicado.

La Figura 17 muestra el efecto de la Plantaricina cocultivada (0,1, 1 y 10 pg/ml), Plantaricina sintética (0,1, 1y 10
pg/ml) y Conectivina (200 pug/ml) sobre la expresion de TGFB1 en una monocapa de queratinocitos humanos NCTC
2544, en la que se hizo una incisién para obtener un corte con una punta de pipeta de 200 pl.

Ejemplo 1: Sintesis y purificacion de feromonas peptidicas de tipo plantaricina y estudio de los efectos de las mismas
sobre la epidermis y las células Caco-2.

L. plantarum DC400 (DSM 23213) y L. rossiae DPPMA174 (DSM) de la Collezione di Colture del Dipartimento di
Protezione delle Piante e Microbiologia Applicata dell'Universita degli Studi di Bari, previamente aisladas de
"fermentaciones naturales", se han propagado a 30 °C durante 24 horas en medios MRS modificados (MMRS), que
contienen, ademas de los ingredientes habituales, un 5% de maltosa y un 10% de agua de fermentacion - pH final
5,6.

Las células cultivadas 24 h, recogidas mediante centrifugacion (10.000 x g durante 15 min a 4 °C), lavadas dos
veces con tampon fosfato 50 mM, pH 7,0 y resuspendidas en agua a una densidad celular de 9,0 log ufc/ml, se han
inoculado (4%, para cada especie) en condiciones de mono- o cocultivo en medios de cultivo WFH (Gobbetti, 1998.
The sourdough microflora: interactions of lactic acid bacteria and sourdoughs. Trends Food Ski Technol 9:267 - 274).
Se ha aplicado el mismo procedimiento y se han obtenido los mismos resultados, descritos sucesivamente, mediante
el uso de mosto de uva (diluciéon al 1% de carbohidratos solubles, adicion de un 0,5% de maltosa y un 0,5% de
extracto de fermentacion, pH 5,6), suero de leche (véanse las integraciones previas) o extractos acuosos de
productos vegetales y de frutas (véanse las integraciones previas) como sustratos de cultivo. La incubacion se lleva
a cabo durante 18 horas a 30 °C. Tras la eliminacion de las células mediante centrifugacion (10.000 x g durante 10
min a 4 °C), a los sobrenadantes de los mono- y cocultivos se les ha afiadido acido trifluoroacético (0,05%) y se han
centrifugado a 10.000 x g durante 10 min. El sobrenadante se ha filtrado mediante el uso de filtros de poro de 0,22
pm. El andlisis mediante HPLC se ha llevado a cabo con el uso de un aparato AKTA Purifier (GE Healthcare)
equipado con un detector que funciona a 214 nm y con el uso de una columna de fase inversa C18 XTerra (Waters,
Mildford). Se ha usado una mezcla de agua, 2-propanol y acido trifluoroacético (0,05%) como fase movil. Todas las
fracciones que contienen plantaricina tipo A se han analizado mediante el uso de un cromatégrafo multidimensional
(MDLC) acoplado a un espectrometro de masas ESI-trampa de iones MS. Las condiciones de analisis para la
identificacion y cuantificacion de las plantaricinas A, Ky N son segun Di Cagno et al. (Di Cagno et al., 2010. Quorum
sensing in sourdough Lactobacillus plantarum DC400 (DSM 23213): induction of plantaricin A (PInA) under co-
cultivation with other lactic acid bacteria and effect of PInA on bacterial and Caco-2 cells. Proteomics, en prensa).

(2) Cinética de crecimiento de Lactobacillus rossiac DPPMA174 (DSM 23214)

Los datos cinéticos de crecimiento de L. rossiae DPPMA174 (DSM 23214) se han procesado mediante el uso de la
ecuacion de Gompertz, modificada sucesivamente (Zwietering et al., 1990. Modelling of bacterial growth curve. Appl/
Environ Microbiol 56: 1875-1881). El recuento de células se ha llevado a cabo mediante la colocacion en placas en
medio de cultivo SDB a 30 °C durante 48 horas. Se ha determinado la viabilidad celular y el niumero de células
dafadas y/o muertas por medio del kit de viabilidad bacteriana LIVE/DEAD bacLight (Molecular Probes, Inc.,
Cambridge).
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(3) Analisis electroforético bidimensional e identificacion de proteinas

Se ha llevado a cabo un analisis electroforético bidimensional de las proteinas citoplasmaticas de L. rossiae
DPPMA174 (DSM 23214) mono- o cocultivada mediante el uso de un sistema inmobilina-poliacrilamida (De Angelis
et al., 2005. Biochim. Biophys. Acta. 1762:80-93). Se han analizado cuatro geles para cada condicion, y los datos se
han estandarizado segun el procedimiento de Bini et al. (Bini et al., 1997. Protein expression profiles in human breast
ductal carcinoma and histologically normal tissue. Electrophoresis. 18:2831-2841).

La identificacion de proteinas se ha llevado a cabo mediante el uso de un analisis LC-ESI-MS/MS y la comparacion
de las secuencias obtenidas respecto de diversas bases de datos (National Center for Biotechnology Information,
Bethesda, MD, EE.UU.; ProFound, http://www.prowl.rockefeller.edu/cgibin/ProFound).

(4) Ensayos en epidermis reconstruida y determinacion TEER (resistencia eléctrica transepitelial)

La epidermis humana reconstruida SkinEthic® (epidermis humana reconstruida) consiste en queratinocitos normales
de epidermis humana multicapa. Es una epidermis completamente diferenciada de un cultivo de queratinocitos
humanos en un medio quimicamente definido (MCDM 153), sin adicidon de suero de ternero, sobre un soporte de
policarbonato poroso inerte en una interfase aire-liquido, a lo largo de 17 dias. En esta etapa del crecimiento, el
analisis morfolégico muestra una epidermis viable multicapa y una capa cérnea que consiste en mas de diez capas
celulares compactas. La epidermis humana SkinEthic® se ha usado segun un protocolo descrito previamente (Di
Cagno et al., 2009. Synthesis of y-amino butyric acid (GABA) by Lactobacillus plantarum DSMZ19463: functional
grape must beverage and dermatological application. Appl Biotechnol Microbiol DOI: 10.1007/s00253-009-23704).

La determinacion TEER se ha llevado a cabo mediante el uso de un microhmetro Millicel-ERS (Di Cagno et al.,
2010. Quorum sensing in sourdough Lactobacillus plantarum DC400: induction of plantaricin A (PInA) under co-
cultivation with other lactic acid bacteria and effect of PInA on bacterial and Caco-2 cells. Proteomics, en presa).

(5) Ensayos en células Caco-2/TC7

Se han cultivado células Caco-2/TC7 humanas (clon TC7) en medio de Dulbecco (DMEM), con la adicion de suero
de ternero (10%), aminoacidos no esenciales (1%), gentamicina/estreptomicina (50 pug/ml), glutamina (2 mM) y acido
4-2-hidroxietil-1-piperazinil-etansulfonico (1%) (Di Cagno et al., 2010. Quorum sensing in sourdough Lactobacillus
plantarum DC400: induction of plantaricin A (PInA) under co-cultivation with other lactic acid bacteria and effect of
PInA on bacterial and Caco-2 cells. Proteomics, en prensa). Se ha determinado la viabilidad celular con un ensayo
de absorcién mediante el uso del colorante Rojo Neutro (Balls et al., 1987. Approaches to validation alternative
methods in toxicology. En: Goldber A.M. (Ed). N.Y. Academic Press, pags. 45-58). Después de un tratamiento de 24
- 72 horas con diversas preparaciones, las células se han lavado con tampoén PBS y se han incubado durante 4
horas a 37 °C con una disoluciéon de Rojo Neutro (33 mg/l). Sucesivamente, las células se han lavado de nuevo con
tampon PBS y se han tratado con una disolucion de lisis (50% de etanol en agua que contiene un 1% de acido
acético). La lectura de las placas se ha llevado a cabo mediante el uso de un lector de placas Novapath (Biorad,
Hercules, CA). Di Cagno et al., 2010. Quorum sensing in sourdough Lactobacillus plantarum DC400: induction of
plantaricin A (PInA) under co-cultivation conditions with other lactic acid bacteria and effect of PInA on bacterial and
Caco-2 cells. Proteomics, en prensa).

Para la determinacion TEER, se han inoculado células Caco-2/TC7 (7,5 x 10* células/ml) en una placa de 24 pocillos
y un filtro de polietileno (poro de 0,4 um). Antes del tratamiento, las células se han incubado durante 21 dias a 37 °C.
Los tratamientos con las diversas preparaciones se han llevado a cabo durante 18, 24 y 48 horas. Por lo tanto, se ha
determinado la integridad de la capa celular por medio de la determinacién TEER.

Resultados
(1) Sintesis y purificacion de feromonas peptidicas de tipo plantaricina

Después de 18 horas de crecimiento en medio de cultivo WFH, la densidad celular del monocultivo de L. plantarum
DC400 (DSM 23213) fue 9,27 + 0,18 log ufc/ml. Los valores de pmax y A fueron, respectivamente, alrededor de 0,27
log ufc/ml/h y 3,77 h. La densidad celular de las bacterias acido lacticas cambio de 9,0 + 0,05 (L. brevis CR13) a 9,43
+ 0,31 log ufc/ml (L. plantarum DPPMAZ20). Los valores de pmax variaron de 0,11 + 0,05 (L. pentosus 12H5) a 0,15 +
0,04 log ufc/ml/h (L. plantarum DPPMAZ20), y el valor A cambio6 de 0,37 + 0,07 (P. pentosaceus 2XA3) a 4,20 + 0,36 h
(L. rossiae DPPMA174 (DSM 23214)). En comparacion con el monocultivo, la densidad celular de L. plantarum
DC400 (DSM 23213) no cambid significativamente (P>0,05) (9,06 + 0,34 - 9,28 + 0,42 log ufc/ml) al cocultivar el
microorganismo con las otras bacterias acido lacticas. Ademas, el rendimiento celular de L. plantarum DPPMAZ20,
Lactobacillus paralimentarius 8D, L. pentosus 12H5, Lactobacillus reuteri y Weissella cibaria 10XA16 no se ha
condicionado por las condiciones de cocultivo. Al contrario, la densidad celular de L. rossiae DPPMA174 (DSM
23214) y P. pentosaceus 2XA3 disminuye notablemente (P<0,05) (alrededor de 8,08 y 8,39 log ufc/ml) en
comparacion con las condiciones de monocultivo. En general, los valores de pmax disminuyen para todas las
bacterias acido lacticas al cocultivarlas con L. plantarum DC400 (DSM 23213). Con la excepcién de L. plantarum
DPPMA20, también se incrementa la fase de latencia A para todas las bacterias acido lacticas. Las cepas de
bacterias acido lacticas que han mostrado una inhibiciéon (L. rossiae DPPMA174 (DSM 23214) y P. pentosaceus
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2XA) como resultado del cocultivo con L. plantarum DC400 (DSM 23213) y ciertas cepas no afectadas por las
condiciones de cocultivo (L. plantarum DPPMA20 y L. pentosus 12H5) se han usado en experimentos sucesivos.

De acuerdo con los resultados anteriores, el niumero de células viables de L. rossiae DPPMA174 (DSM 23214)
disminuye de 9,0 + 0,28 a 8,32 + 0,25 log células/ml de monocultivo en las condiciones de cocultivo con L. plantarum
DC400 (DSM 23213). El numero de células viables y cultivables no mostré diferencias significativas (P>0,05). De
nuevo con referencia a las condiciones de monocultivo, el nimero de células de L. rossiae DPPMA174 (DSM 23214)
muertas o dafadas se incrementa significativamente (P<0,05) en las condiciones de cocultivo con L. plantarum
DC400 (DSM 23213). Ademas, el nimero de células de P. pentosaceus cultivables disminuye significativamente
(P<0,05) cuando la bacteria lactica se ha cocultivado con L. plantarum DC400 (DSM 23213).

Tras la eliminacion de las células, los sobrenadantes de los mono- y cocultivos se usan para la determinacion de las
feromonas peptidicas de tipo plantaricina mediante el uso de analisis MDLC acoplado a espectrometria de masas
nano-ESI/MS-MS. La Figura 1a muestra un cromatograma de barrido completo de una muestra de cocultivo de L.
plantarum DC400 (DSM 23213) y L. rossiae DPPMA174 (DSM 23214). Debido a la complejidad de la matriz, ha sido
posible identificar ciertas especies, mientras, al contrario, fue dificil llevar a cabo una separacién completa de los
picos adyacentes. Sin embargo, fue posible separar las especies co-eluidas mediante filtracion de sefiales en
correspondencia con los valores m/z particulares. Un ejemplo de las especies identificadas se informa en la Figura
1b. Se han obtenido espectros MS/MS para cada especie. Por ejemplo, la Figura 1c muestra el espectro
correspondiente al valor m/z 1493,7, seleccionado para la muestra del cocultivo de L. plantarum DC400 (DSM
23213) y L. rossiae DPPMA174 (DSM 23214). Para la busqueda de secuencias en la base de datos NCBInr, se han
especificado los siguientes parametros: género (Lactobacillus), proporcion de tolerancia m/z para el reconocimiento
de iones (0,2 Da) e instrumentacion usada para el analisis. La presencia de plantaricina A (SEQ ID N°:1 Lys-Ser-Ser-
Ala-Tyr-Ser-Leu-GIn-Met-Gly-Ala-Thr-Ala-lle-Lys-GIn-Val-Lys-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-Trp-Gly-Trp) se ha observado
para los monocultivos de L. plantarum DC400 (DSM 23213) y DPPMAZ20, y todos los cocultivos en los que se ha
cultivado la cepa DC400 con otras bacterias acido lacticas.

Basandose en los resultados previos, las muestras de los mono- y cocultivos se han purificado mediante el uso de 4
analisis cromatograficos, y se han analizado adicionalmente mediante el uso de nano-ESI-MS para excluir otra
contaminacion peptidica. La concentracion de plantaricina A sintetizada por L. plantarum DC400 (DSM 23213) se ha
determinado mediante analisis cromatografico, con el uso de una columna de fase inversa C18 XTerra (Waters,
Mildford), y un método OPA. La Figura 2 muestra la concentracion de plantaricina A en diversas condiciones. Es
posible observar que el rendimiento de la sintesis de la feromona peptidica se incrementa desde las condiciones de
monocultivo (alrededor de 0,06 pg/ml) hasta las condiciones de cocultivo en presencia de L. rossiae DPPMA174
(DSM 23214) (alrededor de 2,5 ug/ml). En ciertas condiciones experimentales, la concentracion de plantaricina A es
de alrededor de 4,0 ug/ml. Aunque se ha observado la produccion de plantaricina A en condiciones de cocultivo con
otras especies de bacterias acido lacticas, la cantidad obtenida es notablemente inferior al cocultivo de L. plantarum
DC400 (DSM 23213) y L. rossiae DPPMA174 (DSM 23214).

Este resultado demuestra que la sintesis de la feromona peptidica es especifica en presencia de interacciones
microbianas especificas adecuadas para inducir la liberacion de moléculas sefial. La sintesis de plantaricina A se
inicia durante la fase de crecimiento exponencial intermedia (alrededor de 7 horas) y se incrementa hasta el final de
la fase exponencial (alrededor de 12 horas). Aunque a concentraciones inferiores, es decir, alrededor de 0,02-0,06
pg/ml, también se han detectado plantaricinas de tipo Ky N solamente en el cocultivo de L. plantarum DC400 (DSM
23213) y L. rossiae DPPMA174 (DSM 23214). Se han obtenido los mismos resultados mediante el uso de CDM,
mosto de uva, suero de leche o extractos acuosos de frutas y de productos vegetales como sustratos para el
cocultivo.

(2) Cinética de crecimiento de Lactobacillus rossiac DPPMA174 (DSM 23214)

Se ha cultivado L. rossiae DPPMA174 (DSM 23214) en medio de cultivo WFH con la adiciéon de 2,5 ug/ml de
plantaricina A purificada o sintetizada quimicamente. En la Figura 3 se observa que la presencia de plantaricina A
purificada dio como resultado una disminucién notable del numero de células, es decir, de 9,18 + 0,26 (en
condiciones de monocultivo) a 8,4 + 0,14 log ufc/ml. Se han obtenido resultados similares mediante el uso de
plantaricina A sintetizada quimicamente. En ambos casos, se han observado resultados similares a los hallados para
el cocultivo de L. plantarum DC400 (DSM 23213) y L. rossiae DPPMA174 (DSM 23214). El nimero de células de L.
rossiae DPPMA174 (DSM 23214) dafiadas o muertas al llevar a cabo el cultivo en presencia de plantaricina A
purificada o sintetizada quimicamente ha sido significativamente mayor (P<0,05) que para el monocultivo (alrededor
de 8,80 * 0,14 frente a 6,08 + 0,22 log células/ml).

Los datos obtenidos muestran que el efecto inhibitorio de L. plantarum DC400 (DSM 23213) contra L. rossiae
DPPMA174 (DSM 23214) resulta de la sintesis de plantaricina A y, probablemente, otras feromonas peptidicas que
pertenecen a la misma clase quimica.

(3) Variacion de los niveles de expresion de proteinas en L. rossiae DPPMA174 (DSM 23214)

En comparacion con el monocultivo, el analisis electroforético bidimensional de extractos citosélicos de L. rossiae
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DPPMA174 (DSM 23214) cultivada en un cocultivo con L. plantarum DC400 (DSM 23213) o en presencia de
plantaricina A purificada ha mostrado la variacion del nivel de expresion de 51 y 27 proteinas, respectivamente.
Todas las proteinas hiper-expresadas en presencia de plantaricina A también se han hiper-expresado en
condiciones de cocultivo. A modo de ejemplo, la Figura 4 muestra porciones de geles con respecto a condiciones de
monocultivo, cocultivo con L. plantarum DC440 y monocultivo en presencia de plantaricina A purificada. Algunas de
las proteinas mas hiper-expresadas se han identificado mediante el uso de un andlisis de espectrometria de masas,
y se ha descubierto que estan implicadas en la biosintesis de proteinas (seril-tARN sintetasa), el metabolismo
energético (glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, fosfoglicerato mutasa, acetaldehido-CoA deshidrogenasa, 6-fosfo-
gluconato deshidrogenasa y [B-fosfoglucomutasa), el catabolismo de proteinas y aminoacidos (Clp proteinasa
dependiente de ATP y aminopeptidasa R), las respuestas a la tensidbn ambiental (GroEL, GroES, proteinas
ribosémicas S2 y S5) y la homeostasis del potencial redox (NADH oxidasa). La mayoria de estas proteinas se ha
identificado también en otras bacterias acido lacticas como respuesta a condiciones de tension ambiental y/o
mecanismos de comunicacion celular (Di Cagno et al., 2007. Cell-cell communication in sourdough lactic acid
bacteria: a protomic study in Lactobacillus sanfranciscensis CB1. Proteomics 7:2430-2446). En particular, la enzima
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa cataliza la liberacién de un pentapéptido fratricida en los mecanismos de muerte
programada de células de Escherichia coli (Kolodkin-Gal et al., 2007. A linear pentapeptide is a quorum-sensing
factor required for mazef-mediated cell death in Escherichia coli. Science 318:652-655).

Los resultados obtenidos muestran que el efecto inhibitorio de L. rossiae DPPMA174 (DSM 23214) como resultado
de la sintesis de plantaricina A se basa en un mecanismo de comunicacién celular y, probablemente, es adecuado
para desencadenar respuestas que dan como resultado la muerte del microorganismo objetivo. Este resultado
demuestra una valencia bactericida de la molécula sefial.

(4) Ensayos en epidermis reconstruida y determinacion TEER (resistencia eléctrica transepitelial)

Se ha ensayado una muestra de biomasa de cocultivo de L. Plantarum DC400 (DSM 23213) y L. rossiae DPPMA174
(DSM 23214) con una concentracion de plantaricina A de 2,5 yg/ml y una plantaricina A purificada obtenida de un
cocultivo a la misma concentracion de 2,5 ug/ml para el tratamiento de la epidermis humana reconstruida segun el
modelo SkinEthic®. Este modelo se ha usado y aceptado de manera generalizada por parte de la comunidad
cientifica (Di Cagno et al., 2009. Synthesis of y-amino butyric acid (GABA) by Lactobacillus plantarum DSMZ19463:
functional grape must beverage and dermatological application. App/ Biotechnol Microbiol DOI: 10.1007/s00253-009-
23704). Después de 24 horas de tratamiento, se han llevado a cabo las medidas de TEER. Este tipo de analisis,
aceptado de manera generalizada por la comunidad cientifica internacional, analiza la corrosion del tejido tomando
como referencia la integridad de la capa cornea y la funciéon de barrera. En particular, mediante el uso de este
analisis, es posible obtener informacién sobre la presencia de una estructura lamelar compacta a nivel de la capa
cérnea, uniones integrales firmes y grosor epidérmico. Estos factores en conjunto definen una funciéon de barrera
eficaz. La Figura 5 muestra que tanto en presencia de una biomasa que contiene plantaricina como con una
plantaricina A purificada obtenida de un cocultivo, se da un incremento significativo (P<0,05) del valor de TEER, por
lo que se demuestra una actividad protectora de la molécula a nivel cutaneo. Se ha obtenido el mismo resultado
mediante el uso de plantaricina A sintetizada quimicamente.

Segun el estado actual de la técnica, este es el primer ejemplo de aplicacion de una feromona peptidica, implicada
en mecanismos de comunicacion celular en bacterias, adecuada para ser detectada por las células humanas de la
epidermis, lo que da como resultado la estimulaciéon de la funcién de barrera.

(5) Ensayos en células Caco-2/TC7

La viabilidad de las células Caco-2/TC7 se ha analizado como la capacidad de adsorcion del colorante Rojo Neutro.
En comparacién con el medio DMEM (control negativo), la incubacion durante 24 - 72 horas con plantaricina A
purificada (2,5 pg/ml) incrementé notablemente la viabilidad de las células Caco-2/TC7 (Figura 6). Se ha obtenido el
mismo resultado mediante el uso de plantaricina A sintetizada quimicamente. No se ha observado la induccién con
el tratamiento mediante el uso de una muestra obtenida de una fraccién purificada de un monocultivo de L. rossiae
DPPMA174 (DSM 23214) eluida segun las mismas condiciones cromatograficas usadas para plantaricina A. Como
se esperaba, la exposicion de las células Caco-2/TC7 a interferédn y (IFN-y) dio como resultado una disminucion
notable de la viabilidad (P<0,05) (Figura 7). Al contrario, el efecto negativo de IFN-y se elimina completamente en
presencia de un tratamiento simultdneo con plantaricina A purificada o sintetizada quimicamente. La adicion de
plantaricina A purificada dio como resultado un incremento notable (P<0,05) de los valores de TEER para las células
Caco-2/TC7 (Figura 8). Se ha observado el mismo resultado mediante el uso de células Caco-2/TC7. En
comparacion con el medio DMEM, la adicién de IFN-y redujo significativamente los valores de TEER (P<0,05). Sin
embargo, la adicion de plantaricina A purificada o sintetizada quimicamente también eliminé en este caso los efectos
negativos.

Las células Caco-2/TC7 son uno de los sistemas mas usados in vitro para simular la mucosa intestinal. Aunque de
origen neoplasico, dichas células son adecuadas para diferenciarse espontaneamente en enterocitos maduros y
expresar enzimas del borde en cepillo. En condiciones de cultivo, las células Caco-2/TC7 son adecuadas para
desarrollar caracteristicas morfolégicas y funcionales, que incluyen uniones intercelulares firmes, cuya integridad se
determina mediante las determinaciones de TEER (Sambuy et al., 2005. The Caco-2 cell line as a model of the
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intestinal barrier: influence of cell and culture-related factors on Cao-2 cell functional characteristics. Cell Biol Toxicol
21:1-26). Los resultados de este estudio demuestran que la plantaricina A obtenida de un cocultivo purificado de L.
plantarum DC400 (DSM 23213) y L. rossiae DPPMA174 (DSM 23214) o sintetizada quimicamente es adecuada para
estimular la funcién de barrera de la mucosa intestinal y para prevenir los efectos negativos de los tratamientos con
interferén .

(6) Desarrollo de un protocolo biotecnoldgico para la sintesis de plantaricina A y uso de la misma en el campo
dermatoldgico

Como se resumio anteriormente en otra parte del texto, se ha desarrollado un proceso biotecnolégico para la sintesis
de plantaricina Ay el uso de la misma en el campo dermatolégico. Dicho proceso comprende:

a) el cultivo de L. plantarum DC400 (DSM 23213) y L. rossiae DPPMA174 (DSM 23214) en cultivo puro en un medio
de cultivo mMRS;

b) la recogida de células, el lavado, la resuspension en WFH, CDM, mosto de uva, suero de leche o extractos
acuosos vegetales o de frutas que se integran de manera adecuada para la disponibilidad de nutrientes como medio
de cultivo;

c) la incubacion del cocultivo durante 18 - 24 horas, preferiblemente durante 24 horas a 30 - 37 °C, preferiblemente
30 °C;

d) la separacion de las células mediante centrifugacion. Segun una variante del proceso, la preparacion puede
contener ademas células de bacterias acido lacticas;

€) la deshidratacién de la preparacion mediante un proceso de secado o liofilizacion;

f) la produccion de una preparacion dermatologica.

Ejemplo 2: Estudio sobre el efecto de la biomasa segtn la invencién y Plantaricina A en la cicatrizacion de heridas
Método

Se han incubado queratinocitos humanos cultivados con Plantaricina A (2,5 pyg/ml) o una biomasa que contiene
Plantaricina A durante 1 hora.

Al final de la incubacion, las células se han lavado y se ha restablecido el medio de cultivo.
Cicatrizacion de heridas

El ensayo consiste en llevar a cabo una interrupcion mecanica de la continuidad de la monocapa celular para
analizar si el efecto del tratamiento favorece o no la capacidad de los queratinocitos de migrar mas alla del borde de
la lesion, y por lo tanto "cicatrizar la lesion".

Para este fin, la monocapa de queratinocitos, tratada como se describié anteriormente, se incubd a lo largo de otras
24 horas tras la aplicacion del estimulo, y después se fijd y se tifid mediante el uso de tincion de hematoxilina/eosina.
Las imagenes se han observado con un microscopio éptico mediante el uso de un objetivo 5X.

Para cada imagen, se han detectado y calculado los limites de la migracion celular maxima y la distancia o hueco
entre ellos, respectivamente (Fig. 9-10).

Resultados

En la Figura 9, se informan los resultados del ensayo de cicatrizacion de heridas. Tras una incubaciéon de 24 horas
después de la interrupcion de la continuidad celular, la monocapa de queratinocitos sin estimular (control) muestra
algunas células que se extienden desde los margenes de la herida. La migracion celular, sin embargo, es
especialmente evidente cuando las células se estimulan con acido hialurénico. En este caso, de hecho, el hueco de
la lesion es mas estrecho que para las células sin tratar (control), lo que evidencia la capacidad de la migracion
celular para la cicatrizacion de heridas.

Para estimar analiticamente la capacidad de migracién celular, los margenes de las heridas se han delineado,
medido y analizado como se informa en la Fig. 10.

Los queratinocitos incubados con Plantaricina A o la biomasa que contiene Plantaricina A reducen el hueco entre los
margenes de las heridas en comparacién con las células de control, y el porcentaje de incremento de cicatrizacion
en comparacion con el control se informa en la Fig. 11.

Sistema de Ensayo: epidermis humana reconstruida

El modelo de epidermis usado lo produce SkinEthic® Laboratories, Niza (Francia), y se usa como una muestra de
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0,5 cm? del dia 17° de diferenciacion con un grosor medio del lote de 120 um (capa cornea y epidermis vital).

La epidermis completamente diferenciada se obtiene de queratinocitos humanos cultivados en un medio
quimicamente definido (MCDB 153) sin adicion de suero de ternero, sobre un soporte inerte de policarbonato poroso
en una interfase aire-liquido a lo largo de 17 dias; en esta etapa de diferenciacion, el analisis morfolégico muestra
una epidermis vital multicapa y una capa cérnea que consiste en mas de 10 capas celulares compactas.

DETERMINACION TEER

La resistencia eléctrica transepitelial (TEER) es una medida directa de la funcionalidad de la barrera cutanea: refleja
la resistencia del tejido en conjunto que resulta del grosor y la estructura. Refleja la integridad de los contactos
intercelulares a nivel de unién firme, la estructura lipidica bilamelar que protege de la penetracion de sustancias del
exterior.

TEER es un ensayo validado en la U.E. - resistencia eléctrica en piel de rata (B 40) - con parametros discriminantes
del ensayo para el andlisis de la corrosividad que considera como criterios de valoracion la integridad de la capa
coérnea y la funcion de barrera.

Es inversamente proporcional a TEWL, tal como se mide in vivo, que es la medida de la pérdida de agua
transepidérmica: una TEWL mayor corresponde a una alteracion mayor de la funcién de barrera, mientras una TEER
mayor corresponde a una alteracion menor de la funcion de barrera.

Sobre el inserto se dosifica 1 ml de PBS y se mide la resistencia eléctrica trans-epitelial mediante el uso de un
instrumento Millicell-ERS (intervalo 0-20 kQ).

Se han llevado a cabo diversas medidas para cada tejido.

La Figura 5 muestra los valores de TEER con respecto a una media para 3 tejidos, y se llevan a cabo 3
determinaciones para cada una.

Con respecto al valor de TEER, son importantes las siguientes propiedades: la presencia de una estructura
compacta lamelar a nivel de la capa coérnea, uniones firmes integrales y un grosor epidérmico que en conjunto
definen una funcién de barrera eficaz. Cada tejido se toma como referencia con determinaciones a t=0 y t=24 horas.

Los resultados obtenidos son especialmente interesantes, de hecho es evidente un incremento notable de TEER
tanto en presencia de Plantaricina A como de una biomasa que contiene Plantaricina A.

Este incremento es una consecuencia directa del incremento del grosor epidérmico y una mejor compactibilidad e
integridad de la capa coérnea a nivel de las uniones firmes.

Ejemplo 3: Plantaricina A: estudio sobre el papel de la misma para el mantenimiento y el restablecimiento de la
funcién de barrera cutanea

El estudio se basa en el uso de Plantaricina A obtenida de un cocultivo de L. plantarum DC400 (DSM 23213) y L.
rossiae DPPMA174 (DSM 23214) para conseguir los objetivos siguientes:

Analisis de los efectos de la biomasa sobre la reparacién de heridas, por medio del estudio de los efectos sobre la
migracion y la proliferacion de una monocapa de queratinocitos humanos (NCTC2544) en comparacion con un
control positivo (células sin tratar) y un control de actividad conocida negativa/disponible comercialmente. Los
tratamientos se llevaran a cabo a diferentes concentraciones de la presente Plantaricina (tras la determinacion
mediante el uso de un ensayo de citotoxicidad) en tres momentos sucesivos (24, 48, 72 horas).

El anadlisis de la respuesta al dafio celular, en los momentos y concentraciones consideradas, estudiando la
modulaciéon con mediadores como IL-8, KGF (factor de crecimiento de queratinocitos), TGF-B1 (factor de crecimiento
transformante-f3), en comparacién con un control positivo (células sin tratar) y un control de actividad conocido
negativo/comercialmente disponible, por medio de PCR en tiempo real.

MATERIALES Y METODOS
Cultivos celulares

La linea celular usada es una linea celular de queratinocitos humanos NCTC 2544 (Perry, V.P., Sanford, K.K.,
Evans, V.J., Hyatt, G.W., Earle, W.R., 1957. Establishment of clones of epithelial cells from human skin. J Natl
Cancer Inst. 18 (5): 709-717) cultivada en matraces estériles, incubada a 37 °C en una atmdsfera humeda con un
5% de CO> en un medio de cultivo MEM (medio esencial minimo) con la adicion de un 10% de suero de ternero
(FBS), L-glutamina 2 mM, 1% de aminoacidos no esenciales, en presencia de un 1% de penicilina y estreptomicina.
Las células crecen in vitro adhiriéndose a la superficie de la placa de cultivo en forma de una monocapa.

ESTUDIO SOBRE LA CURA DEL DANO TISULAR A LO LARGO DEL TIEMPO POR MEDIO DE LA
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CICATRIZACION DE HERIDAS
Principio del método:

El experimento implica en primer lugar el desarrollo de una monocapa de células confluentes. Sucesivamente, se
lleva a cabo un corte, y el "hueco" generado se observa mediante el uso de un microscopio a medida que las células
que se mueven gradualmente reparan la lesion.

Este proceso de cicatrizacién puede durar desde varias horas hasta mas de un dia, dependiendo de la linea celular,
las condiciones y el grado de la herida.

Procedimiento experimental
o Se colocan en placas células NCTC 2544 y se cultivan a 37 °C, con un 5% de CO; durante 24 horas.

o Después de 24 horas, el medio de cultivo completo se sustituye por medio sin suero para evitar el efecto del
suero sobre la proliferacion celular, y las células se incuban durante otras 24 horas a 37 °C, 5% de CO..

o Después de 24 horas, la monocapa celular se lesiona mecanicamente rozandola levemente con una punta de
pipeta de 200 pl siguiendo la trayectoria de una linea horizontal de ~ 1 mm de anchura. Después se lava la
monocapa Y, tras la adicion de las sustancias a ensayar, las placas se incuban a 37 °C, 5% de CO, durante 72
horas.

o El efecto de las sustancias sobre la motilidad celular se analiza mediante el uso de un microscopio invertido de
contraste de fases, tomando imagenes en diversos momentos de analisis seleccionados de manera oportuna.

o La cura de la lesion se determina midiendo el area clara entre los dos frentes de migracion del corte a las 0, 4,
8, 12, 24, 48, 72 horas tras el corte, mediante el uso de un programa informatico de procesamiento de imagenes
(Leica Application Suite).

o Todos los datos para cada experimento se procesan estadisticamente en Excel para las determinaciones a las
0,4,8,12,24,48 y 72 horas.

ANALISIS DE LA RESPUESTA AL DANO CELULAR MEDIANTE EL ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA DE IL-
8, KGF, TGF-B CON EL USO DE PCR EN TIEMPO REAL

El procedimiento consiste en 3 etapas fundamentales:
I. Extraccion del ARN total de las células

Il. Retro-transcripcion a cADN

[ll. PCR en tiempo real

l. Extraccion del ARN total de las células

Se usa una linea celular inmortalizada de queratinocitos humanos NCTC 2544, mantenida en matraces de cultivo,
incubada a 37 °C en una atmésfera himeda con un 5% de CO, en un medio de cultivo MEM (medio esencial
minimo) con la adicion de un 10% de suero de ternero (FBS), glutamina 2 mM, 1% de aminoacidos no esenciales, en
presencia de un 1% de penicilina y estreptomicina. La linea celular se rasgara mediante el uso de una punta de
pipeta de 200 pl y se aplicaron tratamientos en diferentes momentos y concentraciones.

II.  Retro-transcripcién del ARN

El proceso incluye la amplificacion de muestras de ARN extraido mediante el uso del Kit "High Capacity cDNA
Reverse Transcription " (Applied Biosystem).

lll. PCR en Tiempo Real

El proceso incluye la amplificacién de cADN mediante el uso de un ensayo especifico Tagman Gene y un kit
"TagMan Universal PCR Master Mix with Amperase UNG 2X" (Applied Biosystem).

Se usara una cuantificacion de tipo relativo para determinar una posible variacion de la expresion génica de interés
con respecto a un control positivo (células sin tratar) por medio de un gen constitutivo para la normalizacion y el
analisis de los datos segun el método 24%!,

RESULTADOS
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Cicatrizacion de heridas

Se ha analizado la capacidad de la Plantaricina obtenida de un cocultivo de modificar la migracién de queratinocitos
humanos NCTC 2544 mediante un ensayo de cicatrizacion de heridas.

El estudio también se ocupd del analisis comparativo de los efectos de la Plantaricina sintética y obtenida de un
cocultivo de L. plantarum DC400 y L. rossiae DPPMA174.

Después de llevar a cabo un corte en la monocapa celular mediante el uso de una punta de pipeta de 200 pl y
eliminar completamente las células del hueco entre las dos lineas del corte, dichas células se tratan con Plantaricina
sintética y obtenida de un cocultivo a las siguientes concentraciones: 0,1 - 1 - 10 yg/ml. También se han ensayado
por duplicado controles positivos y negativos (conectivina a 100 pug/ml).

Se han tomado imagenes de la misma area del corte a tiempo 0 y después de 4, 8, 12, 24, 48 y 72 horas, para
monitorizar la migracion celular en el area del corte.

Las Figuras 12-16 muestran el analisis temporal del efecto de la Plantaricina cocultivada (0,1, 1 y pyg/ml) (a) y
sintética (0,1, 1 y pg/ml) (b) sobre la migracién de la linea celular NCTC 2544.

La Figura 12 muestra la progresion de la cicatrizacion (Aum/tiempo) en cada momento considerado (a un intervalo
de 4 horas) para ambas sustancias activas ensayadas y los controles positivos y negativos.

Durante las etapas iniciales de la cicatrizacion celular, no es posible detectar diferencias significativas a tiempo 0 en
la migracion celular entre los controles y las sustancias activas ensayadas. Como es evidente en la Figura 12a, la
Plantaricina cocultivada a una concentracion de 0,1 y 1 pg/ml no es adecuada para acelerar notablemente la
migracion celular en comparacion con el control. El efecto ya es significativo 4 horas después del corte, y permanece
constante y significativo hasta las 72 horas. Los tratamientos con Plantaricina cocultivada a una concentracion de 10
pg/ml producen en su lugar una cura del dafio tisular comparable al control positivo, es decir, células no tratadas,
para todos los intervalos de tiempo considerados.

Un experimento similar llevado a cabo con un tratamiento de células durante el mismo periodo de tiempo a
concentraciones equivalentes de Plantaricina sintética demostré que también en este caso los tratamientos con
Plantaricina (sintética) tienen una capacidad mayor de acelerar la migracion celular en las dos lineas del corte en
comparacion con el control negativo.

En particular, también en este caso, durante las etapas iniciales de la cicatrizaciéon celular, no es posible detectar
diferencias significativas a tiempo 0 en la migracion celular para los dos controles usados y las dos sustancias
activas en estudio.

La Figura 12b muestra que la Plantaricina sintética a una concentracion de 0,1 y 10 pg/ml, respectivamente, produce
un incremento de la migracion celular mayor que los controles positivos y negativos, ya 4 horas tras el corte, y
permanece constante para todos los intervalos de tiempo considerados hasta 72 horas. Los tratamientos con
Plantaricina sintética a una concentracion de 10 pg/ml producen en su lugar una cura del dafio tisular comparable a
los controles positivos y negativos. Para comprender mas completamente y analizar los efectos de los tratamientos
con Plantaricina cocultivada y sintética con respecto a los controles positivos y negativos en todos los intervalos de
tiempo considerados, se han analizado estadisticamente las medidas obtenidas del analisis de imagenes.

Las Figuras 13 y 14 informan de los datos como porcentaje de células migradas a través de las dos lineas del corte
en comparacion con el control positivo para los tratamientos con Plantaricina cocultivada (Fig. 13) y sintética (Fig.
14), respectivamente. Ademas, los resultados se informan como porcentajes del area para las dos lineas del corte y
las areas iniciales, respectivamente (Fig. 15-16).

Los graficos informados en las Figuras 13 y 14 muestran los datos relacionados con los porcentajes de células
migradas durante diversos intervalos de tiempo considerados para los controles positivos y negativos, Plantaricina
cocultivada (0,1-1 y 10 ug/ml) y sintética (0,1-1 y 10 pg/ml), respectivamente. De acuerdo con los datos obtenidos
del procesamiento de imagenes, tras las primeras 8 horas de tratamiento, el control negativo no persiste en su
actividad de cicatrizacion del corte y presenta un porcentaje de células migradas similar al control positivo.

Como para la Plantaricina cocultivada (Figura 13), en términos generales es posible afirmar que, a las tres
concentraciones de tratamiento usadas, es posible perfilar un incremento mayor de la migracion celular desde el
tiempo 0 hasta las 72 horas de tratamiento, también en el tratamiento a la concentraciéon mas baja.

En particular, los tratamientos con Plantaricina cocultivada a una concentracion de 10 pg/ml muestran valores de
porcentaje de migracién mas altos para todos los intervalos de tiempo considerados, excepto tras 72 horas de
tratamiento, pero estos datos no son significativos con los valores de porcentaje de células migradas del 165,56%,
138,18%, 134,64%, 118,08%, 139,07% y 149,04%, respectivamente.

La Figura 14 muestra el porcentaje de células migradas tras el tratamiento en diversos intervalos de tiempo
considerados, a concentraciones equivalentes de Plantaricina sintética.
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El tratamiento con Plantaricina sintética a una concentracion de 0,1 pyg/ml produce los valores de porcentajes mas
altos de células migradas para todos los intervalos de tiempo considerados, con valores desde el tiempo inicial hasta
las 72 horas de tratamiento del 158,30%, 115,15%, 124,32%, 141,82%, 141,91% y 128,51%, respectivamente. El
tratamiento con Plantaricina sintética a una concentracion de 10 pg/ml da como resultado un porcentaje de células
migradas para todos los intervalos de tiempo considerados, en comparacion con un tratamiento con la misma
sustancia activa a una concentracion de 0,1 pg/ml, pero al mismo tiempo da como resultado un incremento mayor
del porcentaje de células migradas en comparacion con el control negativo después de 8 hasta 72 horas de
tratamiento con un incremento del porcentaje de + 4,62%, +20,28%, +14,84% y +7,47%, respectivamente. Al
contrario, el tratamiento con Plantaricina sintética a una concentracion de 1 pg/ml produce un incremento mayor del
porcentaje de células migradas en comparacion con el control negativo solamente tras 12 y 24 horas de tratamiento,
con valores de porcentaje del +9,86% y 15,48%, respectivamente.

Aunque el tratamiento de las células con las mismas concentraciones de Plantaricina cocultivada y sintética no da
como resultado un incremento del porcentaje de células migradas mayor que el control negativo en todos los
intervalos de tiempo considerados, la comparacion de los resultados de los ensayos de cicatrizacion de heridas en
queratinocitos humanos NCTC 2544 tratados con Plantaricina cocultivada con los de la Plantaricina sintética en las
mismas condiciones permiti6 demostrar que la Plantaricina cocultivada tiene un efecto mayor sobre la migracion
celular a través del area del corte generado en comparacion con el control negativo considerado. El gen de TGF[31
es el mas implicado en el proceso de cicatrizacion.

Entre todos los tiempos considerados para la monitorizacion de la cicatrizacion de heridas, se ha llevado a cabo el
analisis de la expresion génica tras 8 horas de tratamiento como confirmacion de los datos obtenidos del analisis de
la cicatrizacion.

Los resultados obtenidos resumen y confirman el efecto notable de la conectivina sobre la cicatrizacion.

Con respecto a los datos sobre la Plantaricina sintética, se sefiala que la expresion génica se incrementa
notablemente incluso si es posible demostrar que a las mismas concentraciones (1 y 10 pyg/ml) la Plantaricina
cocultivada estimula un incremento mayor de la expresion génica, una confirmacion adicional del efecto de la
biomasa.
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso biotecnoldgico para la sintesis de una biomasa que comprende o que consiste en al menos una
plantaricina seleccionada de las plantaricinas A, K o N, o mezclas de las mismas, y las bacterias acido lacticas
Lactobacillus plantarum DSM 23213 y Lactobacillus rossiae DSM 23214, y dicho proceso comprende o consiste en
las siguientes etapas:

a) propagacion del cultivo de las bacterias acido lacticas Lactobacillus plantarum DSM 23213 y Lactobacillus rossiae
DSM 23214;

b) coinoculacion de un sustrato seleccionado del grupo que consiste en medio quimicamente definido, hidrolizado de
harina de trigo, mosto de uva, suero de leche o extractos de frutas y de productos vegetales, con una suspension
acuosa de bacterias acido lacticas como se definio en la etapa a);

c) incubacion; y, opcionalmente,
d) centrifugacion del caldo de cultivo para eliminar las células de bacterias acido lacticas.

2. Un proceso biotecnologico para la preparacion de una o mas plantaricinas seleccionadas de las plantaricinas A,
K o N o mezclas de las mismas, y dicho proceso comprende o consiste en las siguientes etapas:

a) propagacion del cultivo de las bacterias acido lacticas Lactobacillus plantarum DSM 23213 y Lactobacillus rossiae
DSM 23214;

b) coinoculacion de un sustrato seleccionado del grupo que consiste en medio quimicamente definido, hidrolizado de
harina de trigo, mosto de uva, suero de leche o extractos de frutas y de productos vegetales, con una suspension
acuosa de bacterias acido lacticas como se definio en la etapa a);

c) incubacion; y, opcionalmente,
d) centrifugacion del caldo de cultivo para eliminar las células de bacterias acido lacticas.

3. Un proceso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en el que la densidad celular de la suspension de la
etapa a) es de alrededor de 9,0 Log ufc/ml para cada especie de bacteria acido lactica, y se afiade al sustrato en un
porcentaje que oscila del 1 al 4% respecto del volumen de sustrato.

4. Un proceso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la incubacion se lleva a cabo a
una temperatura de 30 a 37 °C, preferiblemente 30 °C, durante 18 - 24 horas, preferiblemente 18 horas.

5. Un proceso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la centrifugacion se lleva a cabo a
10.000 x g durante 15 min a 4 °C.

6.  Un proceso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende ademas la etapa e) para la
deshidratacién del sobrenadante obtenido en la etapa d) mediante medios de secado o liofilizacion.

7. Una biomasa obtenible u obtenida por medio del proceso como se definié en cualquiera de las reivindicaciones
1-6, y dicha biomasa comprende o consiste en al menos una plantaricina seleccionada de las plantaricinas A, Ko N,
0 mezclas de las mismas, y las bacterias acido lacticas Lactobacillus plantarum DSM 23213 y Lactobacillus rossiae
DSM 23214.

8. Una composicion farmacéutica que comprende o que consiste en la biomasa como se defini6 en la
reivindicacion 7, como principio activo, junto con uno o mas excipientes y/o adyuvantes farmacéuticamente
aceptables.

9. Una composicién cosmética que comprende o que consiste en la biomasa como se definié en la reivindicacion
7, como principio activo, junto con uno o mas excipientes y/o adyuvantes farmacéuticamente aceptables.

10. El uso de la biomasa como se definid en la reivindicacion 7 o la composicion como se definié en la
reivindicacion 8 para la preparacién de un medicamento para el tratamiento o la prevencion de la alteracion de la
funcién de barrera de la epidermis o de la pared intestinal.

11. El uso de la biomasa como se definid en la reivindicacion 7 o la composicion como se definié en la
reivindicacion 8 para la preparacion de un medicamento para la cicatrizacién de heridas.

12. Las bacterias acido lacticas Lactobacillus plantarum DSM 23213 o Lactobacillus rossiae DSM 23214 o una
mezcla de las mismas.

13. El uso de una o mas plantaricinas seleccionadas de las plantaricinas A, K o N, preferiblemente A, para la
preparacion de un medicamento para el tratamiento o la prevencién de la alteracion de la funciéon de barrera de la
epidermis o de la pared intestinal.
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14. El uso de una o mas plantaricinas seleccionadas de las plantaricinas A, K o N, preferiblemente A, para la
preparacion de un medicamento para la cicatrizaciéon de heridas.
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