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DESCRIPCION
Nueva bacteria y extractos de dicha bacteria y su utilizacién en dermatologia.

La presente invencion se refiere a una nueva cepa bacteriana aislada de agua subterranea. La invencion se
refiere ademas a extractos bacterianos y a su utilizacion en el contexto del tratamiento de inflamaciones.

Mas particularmente, la presente invencién se refiere a nuevas composiciones de interés en el tratamiento y la
prevencién de trastornos inflamatorios, en particular, patologias dermatolégicas.

Las enfermedades dermatolégicas, tales como dermatitis atépica, prurito, eccema y soriasis, son cada vez mas
frecuentes en nifios. La incidencia de la dermatitis atopica se ha duplicado o triplicado en los paises
desarrollados durante los dltimos 30 afios: 15% a 30% de los nifios y 2% a 10% de los adultos estan afectados
(Williams H. et al., JACI 2006; 118: 209—13). La dermatitis atpica es la manifestacion cutanea de atopia; es una
dermatosis inflamatoria crénica o eccema, que se produce debido a un conjunto de circunstancias determinadas
genéticamente. Se considera actualmente una preocupacion principal de salud puiblica. La dermatitis atépica a
menudo se asocia con otros trastornos atopicos, tales como rinitis alérgica y asma. Esta afeccion aparece con
mayor frecuencia en la nifiez temprana, y se caracteriza por repetidos brotes durante varios afios. Progresa con
exacerbaciones, interrumpidas por remisiones espontaneas.

La calidad de vida de los pacientes que sufren de dermatitis atopica se altera profundamente. Los tratamientos
aceptados incluyen corticoesteroides tépicos e inmunomoduladores, agentes sistémicos cuyos frecuentes
efectos secundarios limitan la utilizacion a largo plazo, y emolientes. Las terapias actuales son reactivas —
tratamiento de los brotes— si bien actualmente se cree que la intervencion temprana focalizada en el control de
los brotes y de la inflamacién cutdnea puede ser beneficiosa, tanto en términos del control de la enfermedad,
como de la potencial aparicién de asma o rinitis (Bieber, T. 2008, Atopic dermatitis, The New England Journal of
Medicine, vol. 358 (14) 1483-1494), ya que la dermatitis atopica se considera la fase inicial del avance atdpico.
En la mayoria de los casos, los tratamientos incluyen un componente local, para proporcionar el mejor alivio a los
pacientes.

Los tratamientos estandares para la dermatitis atOpica, particularmente, utilizan corticoesteroides tépicos o
inmunosupresores, si bien dichos tratamientos no estan libres de efectos adversos, en particular, en nifios.

La dermatitis atépica es compleja y multifactorial. En la literatura, algunos estudios epidemiolégicos han
demostrado que el factor de “higiene” en los entornos urbanos favorece la enfermedad, como alergia y
autoinmunidad. Por otra parte, en contextos rurales, donde el hombre estd en contacto constante con
microorganismos y alergenos, dicha exposicion estimula el sistema inmunitario de defensas del hombre desde el
nacimiento.

En la dermatitis atdpica, la funcion de barrera de la piel es debilitada y alterada, lo que favorece la invasion y la
colonizacidon de patdgenos (bacterias y virus), en particular, de Staphylococcus aureus, que es conocido que
predomina entre las bacterias comensales de la piel.

Desde el punto de vista de la inmunologia, el problema es el desequilibrio de la respuesta inmunitaria. La atopia
con frecuencia se describe como una manifestacion alérgica (mediada por IgE, dominio de citocinas IL-4, IL-5,
IL-13) o de la respuesta Th2. Esta ultima es mas acentuada en presencia de “estimulos antigenos” de
Staphylococcus aureus. La inmunomodulacion consiste en el retorno de la homeostasis inmunitaria a un
equilibrio de Th1/Th2.

La inmunidad innata es la respuesta primaria, rapida y no especifica de las respuestas inmunitarias en
mamiferos. Las primeras barreras de defensa de la célula estan compuestas por receptores de tipo Toll (TLR).
Cada TLR reconoce especificamente patrones moleculares asociados con patégenos (PAMP) tales como acidos
nucleicos (TLR3), péptidos, proteinas de superficie, acido lipoteicoico (TLR2), flagelos (TLR5) y lipopolisacaridos
(TLR4), que se originan a partir de microorganismos extrafios. Una interaccion especifica entre un motivo
(agonista) y un TLR dispara una cascada de complejas reacciones que logran la transcripcion de NFkB, seguida
de la produccién de citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias y de quimiocinas (Kang et al., 2006). Otras
consecuencias farmacoldgicas resultantes son la induccién de péptidos antimicrobianos (AMP), que presentan la
capacidad de inhibir el crecimiento de patégenos (bacterias, virus, parasitos) (Glaser, R. et al. 2005, Nat.
Immunol., 6: 57-64).

La dermatitis atépica a menudo se acompafia de picazén y prurito, de manera que causa incomodidad y molestia
en la vida diaria (rascado, pérdida de suefio, etc.). Una de las causas de esta patologia inflamatoria se debe a la
activacion de un receptor acoplado a proteina G denominado PAR2 (receptor 2 activado por proteasa) (Steinhoff,
M. et al., 2003, J. Neurosci., 23: 6176-6180). El PAR2 se expresa sobre la superficie de muchas células, en
particular, queratinocitos, células endoteliales, miocitos colonicos, enterocitos, neuronas entéricas y células
inmunitarias. Las proteasas (tripsina, triptasa), presentes en abundancia en la epidermis, disocian el PAR2 en el
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término N, de manera que se expone un péptido especifico que activa este mismo receptor (fendmeno de
autoactivacion) (Vergnolle, N., 2009, Pharmacol. Ther., 123: 292-309). Este proceso involucra la activacion del
gen NFkB, seguida de la induccién de citocinas proinflamatorias, de modo que se dispara la inflamacion. En este
contexto, el desarrollo de antagonistas de PAR2 o inhibidores de proteasa tiene un alto potencial para el
tratamiento del prurito patolégico.

La soriasis es también una enfermedad inflamatoria cutanea con un avance cronico; afecta al 2% de la
poblacién. Junto con la dermatitis atpica, la soriasis es una de las enfermedades inflamatorias cutaneas
crénicas mas comunes. Se caracteriza por el crecimiento anormal de células epidérmicas asociadas con una
reaccion inflamatoria. EI mecanismo central del fenébmeno de la inflamacion se relaciona con la accion de
linfocitos T del sistema inmunitario, principalmente, células Thl (Wilsmann-Theis, D. et al., Eur. J. Dermatol., vol.
18 (2) 172-180), que inician y mantienen el proceso inflamatorio y estimulan la excesiva proliferacién de
gueratinocitos, que entonces proceden a través de una fase de diferenciacion acelerada e incompleta. Los
queratinocitos expresan receptores que los hacen sensibles a la sefales inflamatorias y liberan mediadores
proinflamatorios. La inflamacion soriasica es asi mantenida por la mutua estimulacion de linfocitos T y
gueratinocitos.

Por lo tanto, la enfermedad debe ser tratada a largo plazo. En consecuencia, existe una necesidad y una alta
demanda de la busqueda de alternativas terapéuticas para estas dermatosis inflamatorias.

Puede mencionarse el documento de patente EP 2 018 891 (Guéniche A., 2009) y el documento de Guéniche A.
et al., 2006 (European Journal of Dermatology, 16, 4, 380-384), que describen la utilizaciéon de un extracto
bacteriano de Vitreoscilla filiformis (V. filiformis) para el tratamiento de la dermatitis atopica. Dicho extracto
presenta la ventaja de requerir el cultivo de dicha bacteria filamentosa V. filiformis en un medio que contiene
agua mineral libre de azufre.

En este contexto, la presente invencién proporciona una solucion para el tratamiento de estos trastornos
inflamatorios mediante el aislamiento, la caracterizacion y el fraccionamiento de una nueva bacteria no descrita
hasta el momento.

Por primera vez, y de manera sorprendente, en el contexto de la presente invencion se consigue el aislamiento
de una cepa que pertenece a una nueva especie bacteriana de agua subterranea, en el que dicha nueva cepa
bacteriana (o bacteria) se denomina LMB64.

Esta bacteria LMB64, ademas de haber sido aislada, fue caracterizada y definida de manera que pertenece a la
clase de Betaproteobacteria, una subfamilia de Neisseriaceae, y probablemente, de un nuevo género ain no
definido. El andlisis de la secuencia de genes que codifica el ARN ribosomico (ARNr) 16S hizo posible la
colocacion de esta bacteria en proximidad a los géneros Chromobacterium, Paludimonas, Lutelia y Glubenkiana,
con los cuales comparte 95% de similitud de secuencia.

Esta bacteria no patégena es Gram—negativa, y se describird con mayor detalle en los ejemplos. Esta bacteria
presenta ademas la caracteristica de ser no filamentosa. Asimismo, esta bacteria presenta la ventaja de que
puede ser cultivada en un medio que contiene cualquier tipo de agua, y mas en particular, agua comun. A titulo
de ejemplo, en contraste a V. filiformis, el cultivo de la bacteria LMB64 de la presente invencidon no requiere
condiciones de cultivo particulares, y mas en particular, no requiere un medio que contenga por lo menos un tipo
libre de azufre de agua mineral o térmica. Esto representa una clara ventaja, tanto en términos de condiciones de
cultivo como de facilidades, y desde el punto de vista econdémico.

El gen que codifica el ARNr 16S ha sido secuenciado casi por completo (1487 p. b., correspondientes a la
secuencia de SEC ID n° 1). La bacteria LMB64 presenta un plasmido circular de 10948 p. b. Este plasmido fue
secuenciado por completo, y la secuencia se representa en la secuencia de SEC ID n° 2.

De acuerdo con una primera forma de realizacién, la presente invencion se refiere a una bacteria no patégena
Gram-negativa, que pertenece a la clase de Betaproteobacteria, una subfamilia de Neisseriaceae, cuya
secuencia de nucleétidos del gen que codifica el ARNr 16S incluye o comprende la secuencia de SEC IDn° 1, o
cualquier secuencia de nucleétidos con por lo menos 80%, preferentemente, 85%, 90%, 95% y 98% de identidad
con dicha secuencia de SEC ID n° 1.

Preferentemente, la presente invencion se refiere a una bacteria no patégena Gram—negativa que pertenece a la
clase de Betaproteobacteria, una subfamilia de Neisseriaceae, caracterizada por que la secuencia de nucleotidos
del gen de ARNr 16S de dicha bacteria incluye o comprende la secuencia de SEC ID n° 1.

En el contexto de la presente invencion, el “porcentaje de identidad” entre dos secuencias de acido nucleico se
refiere a un porcentaje de nucledtidos idénticos entre las dos secuencias que deben ser comparadas, obtenido
después de la mejor alineacion (alineacion 6ptima), en el que este porcentaje es puramente estadistico, y las
diferencias entre las dos secuencias se distribuyen de manera aleatoria y sobre su longitud entera. Las
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comparaciones de secuencias entre dos secuencias de acido nucleico normalmente se realizan mediante la
comparacion de estas secuencias tras haberlas alineado de manera 6ptima, en las que dicha comparacion
puede efectuarse por segmento o por “ventana de comparacion”. La alineacion éptima de las secuencias para la
comparacién puede llevarse a cabo, ademas de manualmente, por medio del algoritmo de homologia local de
Smith y Waterman (1981) [Ad. App. Math., 2: 482], por medio del algoritmo de homologia local de Needleman y
Wunsch (1970) [J. Mol. Biol., 48: 443], por medio del método de blsqueda de similitud de Pearson y Lipman
(1988) [Proc. Natl. Acad. Sci. The USA, 85: 2444] o mediante soporte l6gico informético usando estos algoritmos
(GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el paquete informatico Wisconsin Genetics Software Package, Genetics
Group Computer, 575 Science Dr., Madison, WI, o el programa informatico de comparacién BLAST N o BLAST
P).

El porcentaje de identidad entre dos secuencias de acido nucleico se determina mediante la comparacion de
estas dos secuencias alineadas de manera Optima, en el que la secuencia de &cido nucleico que se debe
comparar puede incluir adiciones o eliminaciones en relacién con la secuencia de referencia, para una alineacion
Optima entre estas dos secuencias. El porcentaje de identidad es calculado mediante la determinacion del
namero de posiciones para las cuales el nucleétido es idéntico entre las dos secuencias, la division de este
namero de posiciones idénticas por el numero total de posiciones en la ventaja de comparacion, y la
multiplicacion del resultado obtenido por 100, a fin de obtener el porcentaje de identidad entre estas dos
secuencias.

Por ejemplo, el programa de “secuencias BLAST 2” (Tatusova et al., “Blast 2 sequences — a new tool for
comparing protein and nucleotide sequences”, FEMS Microbiol Lett., 174: 247-250), que puede obtenerse en
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/bl2.html, puede usarse con los pardmetros por defecto (en particular, para los
parametros de “penalidad de espacio abierto™ 5, y “penalidad de espacio de extensién”: 2; donde la matriz
seleccionada es, por ejemplo, la matriz “BLOSUM 62” propuesta por el programa), donde el porcentaje de
identidad entre las dos secuencias que se deben comparar es calculado directamente por el programa. Es
posible ademas utilizar otros programas, tales como los programas informaticos “ALIGN” o “Megalign”
(DNASTAR).

De acuerdo con otra forma de realizacion, la bacteria de acuerdo con la invencion incluye por lo menos un
plasmido que comprende la secuencia de SEC ID n® 2, o cualquier secuencia con por lo menos 80%,
preferentemente, 85%, 90%, 95% y 98% de identidad con dicha secuencia de SEC ID n° 2.

Preferentemente, la bacteria LMB64 incluye por lo menos un plasmido que comprende la secuencia de SEC ID
ne 2.

De acuerdo con una forma de realizacion preferida de la invencion, la bacteria LMB64 se caracteriza por que es
no filamentosa.

Otras caracteristicas de dicha bacteria LMB64 se detallaran a continuacion, en los ejemplos.

Ademas, la bacteria LMB64 de la presente invencion ha sido depositada de acuerdo con el Tratado de Budapest
a nombre del Solicitante, en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM), Institut Pasteur,
Paris, el 8 de abril de 2010, con la referencia [-4290.

Por lo tanto, un objetivo de la invencién es la bacteria depositada en la CNCM el 8 de abril de 2010, con la
referencia I-4290, o un homdlogo, un descendiente o cualquier otra mutante.

El término “mutante” se refiere a cualquier bacteria que surge directamente de la cepa 1-4290, y puede
comprender mutaciones naturales o recombinaciones, por ejemplo, cualquier recombinacion relacionada con la
proliferacion celular, la divisién celular (mutacién debida a errores que se producen durante la divisién bacteriana
o la replicacién de ADN) o cualquier otro mecanismo de seleccion natural, tal como la selecciéon de mutantes que
son resistentes o0 devienen resistentes a un compuesto determinado. Se incluyen entre estas mutantes cualquier
bacteria que se obtenga a partir de la cepa 1-4290 que comprenda una 0 mas mutaciones en su secuencia
gendmica (o la de su plasmido), en la que las mutaciones fueron causadas por radiacién, por un virus, por
transposones o por agentes quimicos mutagenos.

De acuerdo con una primera forma de realizacion de la invencion, a partir de un cultivo bacteriano, puede
aislarse la biomasa entera por medio de diversos métodos conocidos, tales como la filtracion, la coagulaciéon con
un alcohol (etanol, isopropanol, isobutanol), el secado sobre un cilindro con una precapa raspada, etc., y a
continuacion, puede usarse en forma liofilizada o inactivada por calor.

De acuerdo con otra forma de realizacion preferida, la invencion se refiere, de manera general, a un extracto
bacteriano, también denominado una fraccién bacteriana, obtenido a partir de una suspension de bacterias como
se describe anteriormente, a decir, la bacteria LMB64.
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El término “extracto bacteriano” se refiere a cualquier extracto o fraccion de la biomasa bacteriana, o cualquier
fraccion activa de dicho extracto. Por ejemplo, dicho extracto puede obtenerse a partir de un cultivo de la bacteria
LMB64, en el que el método de preparacion comprende por lo menos una etapa de lisis de la bacteria y una
etapa de separacion de las diversas fracciones de las cuales esta constituida, mediante la centrifugacion o la
filtracion.

De una manera no limitativa, el extracto de acuerdo con la invencién puede consistir en células bacterianas
aisladas del medio de cultivo, que han sido concentradas, por ejemplo, mediante la centrifugacion; o células
bacterianas concentradas que han sido sometidas a una operacion en la cual la envoltura celular ha sido
interrumpida por cualquier medio conocido por los expertos en la materia, tal como la accién de ultrasonido o
autoclave; o el sobrenadante obtenido mediante la filtracion.

Una etapa importante del método de preparacién de extracto de acuerdo con la invenciéon consiste en la
eliminacion de los diversos componentes intracelulares, tales como acidos nucleicos (ADN cromosémico, ADN
circular extracromoso6mico, plasmidos), ribosomas y sustancias almacenadas intracelulares tales como
glucogeno, almiddn y poli—B-hidroxibutirato, etc.

Preferentemente, el extracto bacteriano de acuerdo con la invencién se obtiene tras el tratamiento de dicha
suspension bacteriana de manera que se eliminen los componentes intracelulares.

El resultado es que el extracto de acuerdo con la invencion incluye principalmente componentes que se originan
en la membrana, el espacio periplasmico o el espacio extracelular.

Mas particularmente, dichos componentes intracelulares comprenden por lo menos los &cidos nucleicos.

Ademas de la eliminacion de compuestos intracelulares, y como un ejemplo no limitativo, es también posible sin
dificultad, para los expertos en la materia, separar, tras la lisis de las bacterias y la centrifugacion, los
componentes del sobrenadante de cultivo (en la presente memoria en adelante, la fraccion S0) y los
componentes que constituyen la miniesfera (en la presente memoria en adelante, EQ). Por ejemplo, puede
sugerirse que el umbral de separacion entre los constituyentes de SO y EO sea de un peso molecular de
aproximadamente 100 kDa. En consecuencia, los constituyentes de la fraccion SO presentan, en su mayoria, un
peso molecular inferior a 100 kDa, mientras que los componentes de la fraccion EO presentan, en su mayoria, un
peso molecular superior a 100 kDa.

Mas particularmente, es posible, en consecuencia, mediante técnicas conocidas por los expertos en la materia,
extraer y separar las biomoléculas halladas en el sobrenadante de cultivo (S0) de las principalmente compuestas
por proteinas de superficie, y proteinas ubicadas en el espacio periplasmico de la bacteria (EO).

De acuerdo con una forma de realizacién de la invencion, el extracto bacteriano incluye una fraccién EO que
comprende por lo menos proteinas de membrana, proteinas periplasmicas y proteinas que se originan a partir
del flagelo.

Las proteinas periplasmicas incluyen proteinas alojadas en el espacio periplasmico de bacterias Gram-—
negativas, que pueden liberarse por choque osmoético o mediante la incubacién en un medio que contiene un
agente caotropico o detergentes (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3" edition: Sambrook and Russell.
CSHL Press).

Las proteinas que se originan a partir del flagelo incluyen proteinas multiméricas del flagelo o fragmentos del
flagelo. Los métodos para el aislamiento y la purificacién de flagelos bacterianos enteros con detergentes, y a
continuacion, mediante separaciones de ultracentrifugacion (en presencia de un gradiente CsCl) se describen en
la literatura. En la invencién, los ejemplos de métodos de extraccion hicieron posible la recuperacion de
fragmentos de flagelos.

Las proteinas de membrana incluyen proteinas que estan ancladas en la membrana y de las cuales una parte se
expone sobre la superficie (proteinas de membrana externa, u Omp), proteinas que se adhieren a la superficie
de la membrana, lipoproteinas y porinas (Ward J. B., Microbial adhesion to surfaces, 1980).

Preferentemente, dichas proteinas de membrana consisten en porinas, OmpA [proteina de membrana externa
A], lipopolisacéridos y/o lipoproteinas.

Mas particularmente, el extracto bacteriano de acuerdo con la invencion incluye una fraccion SO que comprende
por lo menos péptidos y proteinas secretados y metabolitos secundarios.

Los péptidos y proteinas secretados incluyen péptidos y proteinas que son naturalmente producidos y secretados
por la bacteria LMB64, y que pueden recuperarse mediante la centrifugacion o la filtracion.
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Los metabolitos secundarios incluyen las moléculas pequefias que la bacteria LMB64 produce y secreta en el
medio de cultivo.

Debe mencionarse en la presente memoria la presencia de lipopolisacaridos dentro de la fraccién S0. De hecho,
los lipopolisacéaridos, si bien se encuentran principalmente en la fraccion EO, se encuentran también, sin
embargo, en cantidades menores en la fraccion SO.
De una manera ventajosa, las fracciones EO y SO pueden combinarse para obtener una fraccion ESO, por
ejemplo, mediante la incubacién del medio de cultivo y la reaccién en un medio basico (pH 9 a 11) durante
aproximadamente 5 horas a una temperatura de 4°C, mediante la centrifugacién y la filtracién en un filtro de 0,2
pUm, para obtener una solucion transparente de ESO.
El extracto bacteriano ESO, en consecuencia, esta compuesto, entre otros componentes, por proteinas de
membrana, lipopolisacéaridos, proteinas periplasmicas, fragmentos de proteinas del flagelo y metabolitos
primarios y secundarios producidos por la bacteria.
De manera preferida, el extracto ESO presenta un perfil de proteina que comprende por lo menos, de acuerdo
con la técnica SDS-PAGE, doce bandas que incluyen tres bandas principales que corresponden,
respectivamente, a pesos moleculares (pesos moleculares aproximados en relacion con los modelos
moleculares, proporcionados principalmente por Bio—Rad Laboratories) comprendidos entre:

— banda 1: 30 kDa y 36 kDa, preferentemente, 34 kDa;

— banda 2: 41 kDa y 45 kDa, preferentemente, 43 kDa;

— banda 3: 47 kDa y 51 kDa, preferentemente, 49 kDa.

De acuerdo con otra forma de realizacién de la invencién, el extracto bacteriano incluye una fraccion ESO que
comprende por lo menos la fraccion EO y la fraccién SO.

De acuerdo con una forma de realizacion preferida de la invencién, el extracto bacteriano incluye una fraccion
ESO con un perfil de proteina, obtenido por SDS—PAGE, que incluye tres bandas principales que corresponden a
pesos moleculares comprendidos entre 30 kDa y 36 kDa, 41 kDa y 45 kDa y 47 kDa y 51 kDa, respectivamente.
De acuerdo con una forma de realizacion preferida de la invencioén, el extracto bacteriano incluye una fraccion
ESO con un perfil de proteina, obtenido por SDS—-PAGE, que incluye tres bandas principales que corresponden a
pesos moleculares de 34 kDa, 43 kDa y 49 kDa, respectivamente.

De acuerdo con otro aspecto, la invencion describe un método para la preparacion de un extracto bacteriano que
comprende las etapas siguientes:

a) cultivar la bacteria LMB64 en un medio adecuado; y
b) eliminar los componentes intracelulares.

De acuerdo con otra forma de realizacion, el método de acuerdo con la invencién consiste en un método para la
preparacion de un extracto bacteriano SO, en el que dicho método comprende las etapas de:

a) cultivar la bacteria LMB64 en un medio adecuado;
b) centrifugar dicho cultivo; y
c¢) recuperar el sobrenadante SO.

De acuerdo con otra forma de realizacion, el método de acuerdo con la invencién consiste en un método para la
preparacion de un extracto bacteriano EO, en el que dicho método comprende las etapas de:

a) cultivar la bacteria LMB64 en un medio adecuado;

b) centrifugar dicho cultivo y eliminar el sobrenadante;

c) tratar la biomasa resultante de la etapa b) para eliminar los componentes intracelulares; y
d) recuperar la base EO.

De manera preferida, la etapa c) consiste en el tratamiento ultrasénico de la biomasa resultante de la etapa b), y
6
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a continuacién, una centrifugacion inicial destinada a la eliminacion de la miniesfera que comprende dichos
componentes intracelulares; y a continuacion, una segunda centrifugacién del sobrenadante.

De acuerdo con otra forma de realizacion, el método de acuerdo con la invencién consiste en un método para la
preparacién de un extracto bacteriano EQO, en el que dicho método comprende las etapas de:

a) cultivar la bacteria LMB64 en un medio adecuado;

b) centrifugar dicho cultivo y eliminar el sobrenadante;

c) tratar, con ultrasonido, la biomasa resultante de la etapa b);

d) centrifugar dicha biomasa tratada con ultrasonido, y eliminar la biomasa obtenida;
e) centrifugar el sobrenadante resultante de la etapa d); y

f) recuperar la base EOQ.

Debe apreciarse que los diversos métodos descritos anteriormente son proporcionados Unicamente a titulo
ilustrativo, y que puede utilizarse cualquiera de los métodos conocidos por los expertos en la materia.

Como resulta evidente a partir de los ejemplos expuestos a continuacion, en el contexto de la presente invencion
se han demostrado, ademas de las actividades esperadas para este tipo de extracto, varias nuevas actividades,
sin describir anteriormente.

Un primer aspecto conveniente de la invencion, relacionado con la inmunomodulacion, se basa en la propiedad
de modulacién de las citocinas proinflamatorias. Mas particularmente, la utilizacion de una bacteria o de un
extracto de acuerdo con la invencion induce de manera significativa las citocinas IL-10, IL-12 y TNF-aq, que,
preferentemente, participan en la respuesta inmunitaria Th1, e inhibe significativamente las citocinas IL—4 y IL—6.
El resultado es la activacion de células de Langerhans y un retorno al equilibrio de Th1/Th2.

Ademas, otra observacién demostr6 que la utilizacion de una bacteria o de un extracto de acuerdo con la
invencion posibilita disminuir en gran medida la expresion de receptores IgE, que resulta de interés ya que IgE
potencia los fenémenos alérgicos.

Otra ventaja de la invencion consiste en que, como resulta evidente a partir de los ejemplos, la utilizacién de una
bacteria o de un extracto de acuerdo con la invencién induce la produccién de péptidos antimicrobianos, por
ejemplo, los péptidos hBD-2, hBD-3, S1007A y LL-31.

Mas particularmente, como se menciona anteriormente, se conoce un extracto de la bacteria Vitreoscilla filiformis
(Guéniche A. et al., Eur. J. Dermatol., 2006; 16: 380) con actividad en TLR2, debido a la presencia de OmpA, y
en TLR4, debido a la presencia de lipopolisacaridos. Debido a la ausencia de flagelos en la bacteria V. filiformis,
el extracto obtenido de V. filiformis no presenta actividad en TLR5.

Por primera vez, el solicitante describe un extracto bacteriano de acuerdo con la invencion que presenta, ademas
de la actividad en TLR2 y TLR4, actividad en TLR5.

Por lo tanto, la invencion se refiere a la utilizaciébn de una bacteria o de un extracto bacteriano, tal como se
describe anteriormente, como un activador de TLR2, TLR4 y TLR5.

De manera preferida, dicho extracto bacteriano activador de TLR2, TLR4 y TLR5 consiste en un extracto que
comprende la totalidad o parte de las proteinas que se originan a partir del flagelo. En este caso, a titulo de
ejemplo, dicho extracto es, preferentemente, el el extracto ESO.

Dicha actividad de activacién de TLR5 es de interés significativo ya que es conocido que TLR5 inducen ciertos
péptidos antimicrobianos tales como soriasina (S100A7) y hBD-2 (Glaser et al., Journal of Investigative
Dermatology (2009) 129, 641-649). Ademas, los agonistas de TLR5 actlan en sinergia con los de TLR2 y TLR4,
de manera que posibilita la potenciacion de la produccién de péptidos antimicrobianos. Se ha demostrado que
mediante el bloqueo de TLR5 con un anticuerpo, estos se producen en pequefia medida, o no se producen.

Este aspecto es, en consecuencia, particularmente innovador en términos de aplicaciones de inmunomodulacion
para la bacteria o los extractos de acuerdo con la invencion.

Ademas, de una manera no esperada, el solicitante ademas ha demostrado, en contraste con los extractos
bacterianos descritos hasta el momento, una actividad antagonista hacia PAR2. Esta actividad es de interés
significativo en el contexto de los tratamientos antiinflamatorios.
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Por lo tanto, la invencion se refiere, muy particularmente, a la utilizacién de una bacteria o de un extracto
bacteriano como se describen anteriormente, como antagonista de PAR2.

De una manera preferida, dicho extracto bacteriano antagonista de PAR2 consiste en el extracto ESO.

El PAR2 es sobreexpresado en células endoteliales, miocitos col6nicos, enterocitos, neuronas entéricas, células
inmunitarias y queratinocitos. Las proteasas (tripsina, triptasa) presentes en abundancia en el entorno disocian el
PAR2 en el término N, de manera que se expone un péptido especifico que activa este mismo receptor
(fendbmeno de autoactivacion). En consecuencia, éste activa la produccion de citocinas proinflamatorias y dispara
la inflamacion (Vergnolle, N., 2009, Pharmacol. Ther., 123: 292—-309). Este fendmeno es observado en el raton
silvestre, si bien no aparece en el raton KO (deficiente en PAR2). El tratamiento con una antiproteasa o un
antagonista de PAR2 hace posible evitar este fendmeno de inflamacion.

La combinacion y la sinergia de todas estas actividades proporcionan a esta bacteria LMB64, o a cualquier
extracto que se origine a partir de esta misma bacteria, un alto potencial para tratar enfermedades inflamatorias,
y muy particularmente, enfermedades inflamatorias en las cuales participa PAR2, o en las cuales el sistema
inmunitario esta debilitado, alterado o desequilibrado.

La invencion, por lo tanto, se refiere a la utilizacién de una bacteria tal como se describe anteriormente, o de un
extracto bacteriano que se origina a partir de dicha bacteria, para la preparacién de una composiciéon destinada al
tratamiento o a la prevencion de trastornos inflamatorios dermatol4gicos.

De una manera preferida, dichos trastornos inflamatorios dermatol6gicos consisten en dermatitis atopica, prurito,
eccemay soriasis.

De acuerdo con otra forma de realizacion, la invenciéon de la presente solicitud de patente se refiere a una
composicion que comprende, como principio activo, por lo menos una bacteria o un extracto bacteriano segun la
invencion.

Por lo tanto, la invencion se refiere, preferentemente, a una composicion cosmética o dermatolégica.
La composicion segin la invencion se refiere al tratamiento de trastornos inflamatorios dermatoldgicos.

De una manera preferida, dichos trastornos inflamatorios dermatol6gicos consisten en dermatitis atdpica, prurito,
eccemay soriasis.

La composicion de acuerdo con la invencidn puede contener, en particular, aditivos y auxiliares de la formulacion
tales como emulsionantes, espesadores, agentes gelificantes, aglutinantes acuosos, agentes de dispersion,
estabilizadores, colorantes, fragancias y conservantes.

La composiciobn cosmética o dermatologica de acuerdo con la invencion comprende ademas uno o mas
excipientes tipicos dermatolégicamente compatibles.

La composicion de acuerdo con la invencién puede prepararse en forma de una emulsion de tipo agua en aceite
(W/O) o de tipo aceite en agua (O/W), una emulsién multiple tal como una emulsién de tipo agua en aceite en
agua (W/O/MW) o de tipo aceite en agua en aceite (O/W/O); una microemulsion; o en forma de una hidrodispersion
0 una lipodispersién; un gel o un aerosol.

Los excipientes dermatoldgica o cosméticamente compatibles pueden ser cualquier excipiente seleccionado de
entre los conocidos por un experto en la materia, para obtener una composicion para la aplicacion topica en
forma de una leche, una crema, un balsamo, un aceite, una locién, un gel, un gel espumante, una pomada, una
pulverizacion, etc.

Ademas de composiciones dermatoldgicas y cosméticas, la invencion se refiere ademas a composiciones
farmacéuticas para su utilizacion como un farmaco.

Por lo tanto, la invencion se refiere a una composicién farmacéutica que comprende ademas un portador
farmacéuticamente aceptable.

En la presente memoria, el término “portador farmacéuticamente aceptable” se refiere a un compuesto o una
combinacién de compuestos que forman parte de una composicién farmacéutica, que no producen reacciones
adversas, y que, por ejemplo, facilitan la administracion de los compuestos activos, aumentan su vida media o
eficacia en el organismo, aumentan su solubilidad en solucién o mejoran su conservacién. Dichos portadores
farmacéuticamente aceptables son bien conocidos, y seran adaptados por el experto en la materia de acuerdo
con la naturaleza y el modo de administracion de los compuestos activos seleccionados.
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Preferentemente, dichos compuestos pueden administrarse sistémicamente, por las vias intramuscular,
intradérmica, intraperitoneal o subcutanea, o por la via oral. La composicién que comprende los anticuerpos de
acuerdo con la invencion puede administrarse en varias dosis, repartidas en el tiempo.

Los modos de administracion oOptimos, los esquemas de dosificacion, y las formas galénicas pueden
determinarse de acuerdo con los criterios generalmente considerados en el establecimiento de un tratamiento
adaptado a un paciente, por ejemplo, la edad o el peso del paciente, la gravedad del estado de salud general del
paciente, la tolerancia al tratamiento y los efectos secundarios observados.

La invencién se pondra mas claramente de manifiesto a partir de los ejemplos expuestos a continuacion, que
ilustran la invencion, sin limitar su alcance.

Descripcion de las figuras:
La figura 1 ilustra la posicion filogenética de la secuencia que codifica el ARNr 16S de la cepa LMB64. Las
secuencias que aparecen en este arbol son secuencias de la base de datos GenBank mas proximas a la
secuencia de LMB64.

Las figuras 2A y 2B presentan imagenes de la bacteria LMB64 bajo el microscopio electrénico de transmision
(A) y el microscopio electrénico de barrido (B).

La figura 3 presenta el crecimiento éptimo determinado como una funcién de la temperatura, el pH y la
salinidad del medio de cultivo R3.

La figura 4 ilustra la induccion de citocinas IL-10 e IL-12 por el extracto EO (efecto dependiente de la dosis).

La figura 5 ilustra la induccion de moléculas de superficie CD80, CD86, CD83 y CD54 por el extracto EO
(efecto dependiente de la dosis).

La figura 6 ilustra la inhibicion de receptores IgE por el extracto EO.

La figura 7 ilustra la activacion de TLR2 por el extracto ESO.

La figura 8 ilustra la activacion de TLR4 por el extracto ESO.

La figura 9 ilustra la activacion de TLR5 por el extracto ESO.

La figura 10 ilustra la actividad antagonista de PAR2 especifica por el extracto ESO.

La figura 11 ilustra la induccién de proteinas y péptidos antimicrobianos por el extracto ESO.

La figura 12 consiste en un gel de SDS—-PAGE del extracto ESO.
Ejemplo 1: Seleccién y caracterizacion de la bacteria LMB64.
La bacteria AV13 se aislé de agua subterranea.
La posicion taxondmica de la nueva bacteria LMB64 se propone en la figura 1.
Mas particularmente, la bacteria LMB64 presenta forma de varilla, con una longitud de aproximadamente 2,3 pm
(x 0,3) y un ancho de aproximadamente 1,0 um (+ 0,1). Una caracteristica distintiva de esta bacteria es la
presencia de un flagelo polar (figuras 2A y 2B). Como puede apreciarse ademas en estas imagenes, la bacteria

LMB64 es una bacteria no filamentosa.

Como se menciona anteriormente, la bacteria LMB64 presenta un plasmido circular de aproximadamente 11 kpb.
Ese plasmido fue secuenciado por completo (SEC ID n° 2).

El gen que codifica el ARNr 16S también fue secuenciado (SEC ID n° 1). La bacteria se cultivd en un
fermentador en un medio sintético. La tasa de crecimiento es mas alta cuando el medio presenta una baja
concentracion de sustratos de carbono.

Los medios de cultivo sometidos a ensayo son R3, MS—glucosa y medios LB cuyas composiciones se describen
a continuacion, en las tablas 1a, 1b y 1c, respectivamente.
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Tabla la
COMPOSICION DE MEDIO R3
Extracto de levadura 1g/l
Difco proteosa peptona | 14/l
Casamino acidos 149/
Glucosa 149/
Almidén soluble 1g/l
Piruvato sédico 0,549/l
KoHPO4 0,6 g/I
MgSO4, 7H,0 0,1 g/I
Tabla 1b
5
COMPOSICION DE MEDIO MS—-GLUCOSA
Glucosa 6.0 g/l
Acido citrico 0,84 g/l
MgSQO,, 7H.0 0,25 g/l
NH4CI 1,06 g/l
K2HPQO4 anhidro 8,75 g/l
Sal sédica de acido pirtvico 0,549/l
Sulfato de cinc, 7H,O 4 mg/l
Cloruro de cobalto, 6H,0 3,5mg/l
Molibdato sédico, 2H,0 3,5 mg/l
Sulfato de manganeso, 1H,0O 5 mg/l
Acido bérico 2 mg/|
Acido clorhidrico concentrado 50 mg/l
Sulfato de cobre, 5H,0 4 mgl/l
Cloruro de hierro, 6H,0 27 mgl/l
Tabla 1c
COMPOSICION DE MEDIOS LB
Triptona 10 g/l
Extracto de levadura 5gll
NaCl 5 g/l

10 Las tasas de crecimiento de la bacteria LMB64 como una funcion del medio de cultivo se presentan en la tabla 2,
expuesta a continuacion.

Tabla 2

Tasa de crecimiento (/h)
LB 0,25 (x0,05)
LB (¥ dilucion) 0,46 (x0,11)
LB (1/5 dilucién) | 0,60 (+0,14)
LB (1/10 dilucion) | 0,69 (x0,15)
MS—glucosa 0,13 (0,04)
R3 0,62 (x0,14)

15
El crecimiento 6ptimo se determiné como una funcién de la temperatura, el pH y la salinidad del medio de cultivo
R3 (figura 3).

Las fuentes de carbono asimilables por la bacteria se caracterizaron usando una galeria APl 50CH (temperatura
20 de incubacion: 25°C). Los resultados se resumen en la tabla 3, a continuacion.

Tabla 3

Tiempo de incubacion
4 dias 5 dias

1. Glicerol
2. Eritritol
3. D—arabinosa

10
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Tiempo de incubacion
4 dias 5 dias

4. L—arabinosa
5. D-ribosa

6. D—xilosa
7
8

. L—xilosa

. D—adonitol
9. Metil-B—D—xilopiranosida
10. D—galactosa
11. D—glucosa + +
12. D—fructosa + +
13. D—manosa
14. L—sorbosa
15. L—-ramnosa
16. Dulcitol
17. Inositol 1 +
18. D—manitol
19. D—sorbitol
20. Metil-o—D—manopiranosida
21. Metil-a—D—glucopiranosida
22. N—acetilglucosamina
23. Amigdalina
24. Arbutina
25. Esculina/citrato de hierro
26. Salicina
27. D—celobiosa
28. D—maltosa 1 +
29. D-lactosa (origen bovino)
30. D—melibiosa
31. D—sacarosa + +
32. D-trehalosa 1 +
33. Inulina
34. D—melezitosa
35. D-rafinosa
36. Almidén
37. Glucégeno
38. Xilitol
39. Gentiobiosa
40. D—turanosa 1 +
41. D-lixosa
42. D—tagatosa
43. D—fucosa
44, L—fucosa
45. D—arabitol
46. L—arabitol
47. Gluconato de potasio
48. 2—Cetogluconato de potasio
49. 5—Cetogluconato de potasio
+: sustrato utilizable, 1: bajo uso

Las actividades enzimaticas demostradas sobre la galeria APl ZYM son: fosfatasa alcalina, esterasa (C4),
esterasallipasa (C8), leucina arilamidasa, valina arilamidasa, fosfatasa acida, naftol-AS—Bl—fosfohidrolasa y o—
glucosidasa.

La bacteria LMB64 es sensible a todos los antibioticos sometidos a ensayo, como puede apreciarse en la tabla 4
expuesta a continuacion.

11
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Tabla 4
Zona de diametro de inhibicion (mm) Actividad inhibitoria

Antibiéticos sometidos a R3 LB 1/2 LB 1/5

ensayo

Ampicilina (10 pg) 29 28 29 +
Cloranfenicol (30 ug) 29 26 24 +
Ciprofloxacina (5 ug) 38 34 34 +
Kanamicina (30 ug) 27 30 27 +
Penicilina (6 pg) 21 26 20 +
Polimixina B (50 pg) 11 15 13 +
Rifampicina (30 pg) 20 19 15 +
Tetraciclina (30 pg) 30 25 20 +
Estreptomicina (10 pg) 25 25 24 +
Vancomicina (30 pg) 20 21 21 +

Ejemplo 2: Método para la extraccion de fracciones EO, SO y ESO.

Precultivo: La cepa AV13 se inoculd en un matraz de Erlenmyer que contenia 250 ml de medio MS glucosa
piruvato (ver tabla 5 a continuacion), y a continuacion, se realiz6 la incubacion con agitacion durante
aproximadamente 40 horas a 30°C (pH 7) y a 200 r. p. m. hasta obtener una ODggo=1,5.

Tabla 5
MS Glucosa Piruvato
Acido citrico 0,84 ¢
MgSO., 7H,0O 0,259
NH4CI 1,06 g
K2HPQ4 anhidro 8,759
Sal sédica de &cido piravico 0,59
Mezcla oligo 1ml
ddH20 gsp 1000 ml
Verificar pH 7
Autoclave 121°C 30 min
Después de autoclave agregar:
20% glucosa 30 ml

MEZCLA OLIGO

Disolver en 100 ml de agua destilada:

Sulfato de cinc, 7H.0 49
Cloruro de cobalto, 6H,0 3,590
Molibdato sédico, 2H,0 359
Sulfato de manganeso, 1H,0 59
Acido borico 29
Acido clorhidrico concentrado 509
Sulfato de cobre, 5H,O 49
Disolver en 50 ml de agua destilada:
Cloruro de hierro, 6H,0 2749
ddH,0O gsp 1000 ml

Cultivo: El precultivo fue entonces inoculado en un fermentador (Applikon) que contenia 3,7 | de medio MS
piruvato + 114 ml de solucion de glucosa al 20%. Un sensor de temperatura regulaba la temperatura,
preferentemente, préxima a los 30°C. Se us6 un sensor de oxigeno (AppliSens) para mantener la concentracién
de oxigeno disuelto en el medio a 18-25%. Se utilizd un sensor de pH (AppliSens) para mantener el pH a 7
mediante la adicion de NH4OH al 10% por medio de una bomba de caudal fijjo. Se us6 un sensor analitico
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Wedgewood Analytical con el objetivo de controlar los cambios en la densidad 6ptica en tiempo real. El cultivo se
program6 en modo de alimentacion de lotes; mediante una bomba de caudal variable, se suministré al cultivo
una solucién de glucosa al 20%. La fermentacion se detuvo cuando la ODgpo=22—-26, en general, después de
aproximadamente 30 horas.

Extraccion SO: El sobrenadante se separd de la biomasa mediante la centrifugacién durante 1 hora a 4°C y
4000 g.

Extraccion EO: La biomasa humeda se recogié en solucion de NaCl (1 M). Después de la centrifugacion durante
15 minutos a 4°C y 9000 g, el sobrenadante se desechd, y se recogio6 la miniesfera en solucién de NaCl, 1 M. El
tubo de muestra entonces fue sumergido en un bafio ultrasénico enfriado con un parametro de potencia
establecido de 50-60 W, durante varios minutos. Después de la centrifugacion durante 30 minutos a 4°C y
6000 g, la miniesfera se descarto, y se recuper6 el sobrenadante. Se agregaron dos volimenes de etanol frio, y
la suspension se dejo durante la noche a 4°C. Después de la centrifugacion durante 30 minutos a 4°C y 6000 g,
el sobrenadante se desecho, y la miniesfera se recogié en regulador Tris, 25 mM, pH 8,8.

Extraccion ESO: El cultivo se llevo a pH basico (pH 9-11) con un regulador base. La siguiente etapa fue la
incubacién con agitacion durante 5 horas a una temperatura de 4°C. Después de la centrifugacion, el
sobrenadante se prefiltro para eliminar los restos de biomasa restantes, y a continuacién se filtré en un filtro de
0,2 um. Se obtuvo una solucién de color amarillo claro (ESO).

Las proteinas se sometieron a ensayo de acuerdo con el protocolo del kit de ensayo de proteina DC (Bio—Rad).
Los azlcares se sometieron a ensayo en equivalente de glucosa de acuerdo con el método de fenol/acido
sulfarico (Dubois, M. et al., 1956).

A titulo de ejemplo, la tabla 6 expuesta a continuacion presenta ciertas caracteristicas especificas del extracto
ESO, obtenido en las condiciones que se describen anteriormente.

Tabla 6
Lote de ensayo | Lote preclinico 1
- - Liguido homogéneo y transltcido amarillo—anaranjado
Caracteristicas organolépticas Densi P
ensidad proxima a la del agua
pH (en presencia de regulador base) 10,0 10,2
Residuo seco (termoequilibrio) 5,9% 51%
Perfil de proteina (SDS—-PAGE) 12 bandas detectables (que incluyen 3 bandas principales de
aproximadamente 34 kDa, 43 kDa y 49 kDa de tamafio,
respectivamente)
Ensayo de proteina total (UBCA) 2,9 mg/mi | 3,0 mg/mi

Se aprecia claramente que los datos anteriores se presentan en la presente memoria Unicamente a titulo
ilustrativo.

Mas particularmente, los datos se refieren a un perfil de proteina obtenido por SDS—-PAGE que exhibe tres
bandas principales.

Protocolo de SDS—-PAGE:

El extracto ESO se recogio en regulador (Tris, 20 mM—HCI, pH 8,0; EDTA, 1 mM; 2,5% SDS y 0,01% azul de
bromofenol) y DTT, 1 M (1,4—ditiotreitol). La muestra y la mezcla de marcadores de peso molecular (WesternC,
Bio—Rad) se depositaron, respectivamente, en receptaculos de un gel de acrilamida SDS—-PAGE 8-16%
(GeBaGel, Gene Bio—Application). El regulador de migraciéon contenia Tris, 2,5 mM, glicina, 19,2 mM y SDS al
0,01% (p/v). La migracién se deja continuar con un voltaje constante de 160 V durante aproximadamente 1 hora
(sistema GeBaGel). Las bandas de proteina se tifieron a continuaciéon con azul de Coomassie (Instant Blue,
Expedeon). Se calcularon los tamafios en relacién con modelos conocidos (STD).

El gel obtenido se presenta en la figura 12.

De acuerdo con una forma de realizacion de la invencién, estas tres bandas presentan unos pesos moleculares
de aproximadamente 34 kDa, 43 kDa y 49 kDa, respectivamente.

Ejemplo 3: Demostracion de las actividades farmacoldgicas de las fracciones EQ y ESO.

Se generaron células de Langerhans (LC) in vitro a partir de monocitos humanos aislados de sacos Buffy—Coat
del Servicio Nacional de Sangre Francés (Etablissement Francais du Sang (EFS) Pyrénées Méditerranée):
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aislamiento en un gradiente Ficoll (medio de separacion de linfocitos, densidad 1,077 g/ml) y purificacién por
inmunoseleccién magnética (Miltenyi Biotec); la diferenciacion de LC se llevd a cabo durante 6 dias en presencia
de un cdctel de citocinas (GM—-CSF/IL-4/TGF). Las LC distribuidas en placas de 24 receptaculos en medio de
cultivo RPMI-5% FCS se incubaron durante 24 horas con extracto ESO.

Las moléculas de superficie se analizan por citometria de flujo (FACSCalibur, BD Biosciences) con triple o
cuadruple tincion: CD1a/CD54/CD80/CD83/CD86/FceRI; las citocinas secretadas en los sobrenadantes de cultivo
se analizan con la matriz de perlas de citometria (cat. no. 550749, BD) en citometria de flujo: IL—6, IL-8, TNF, IL—
4, 1L-10, IL-12.

3.1. Induccién de citocinas clave para la polarizacion Th1l.

El extracto EO induce, con un efecto dependiente de la dosis, la expresion de citocinas IL-10 e IL-12 por células
de Langerhans (Figura 4). Estas citocinas favorecen la induccién de la polaridad TH1 de linfocitos T sin
tratamiento previo.

3.2. Maduracion de células de Langerhans e inhibicion del receptor IgE (FceRlI).

El extracto EO induce la maduracion de células de Langerhans observada por la induccién dependiente de la
dosis de moléculas de superficie CD80, CD86, CD83 y CD54 (Figura 5). De manera similar, el extracto EO inhibe
la expresion de receptores IgE (FceRl) de acuerdo con un efecto dependiente de la dosis (Figura 6).

3.3. Activacion de receptores de tipo Toll (TLR).

La actividad TLR de ESO fue evaluada en TLR2, TLR4 y TLR5 usando el modelo de células HEK293
cotransfectadas por el gen para TLR2, TLR4 o TLR5 y por el gen indicador NFkB—sAP (fosfatasa alcalina
secretada). La unién de un ligando a su TLR conduce a la activacion del factor de transcripcion NFkB; el gen sAP
se coloca bajo el control de un promotor que puede ser inducido por NFkB. Este gen indicador hace posible
controlar la sefializacion celular mediante TLR: la liberacién de sAP inducida por ESO y medida por el ensayo
colorimétrico hace posible determinar la actividad de este principio activo como un agonista de TLR2, TLR4 o
TLRS.

El estudio se llevd a cabo en las siguientes estirpes celulares de rifién embrionario humano (HEK293):

— células HEK-Blue™-2 para TLR2,

— células HEK-Blue™-4 para TLR4,

— células HEK-Blue™-5 para TLR5.
Estas estirpes celulares se mantuvieron en medio de cultivo HEK-Blue™ Selection 10% FCS y a continuacion se
distribuyeron en placas de 96 receptaculos en medio de deteccion HEK—Blue™, en presencia de ESO durante 18
horas. Las placas se leyeron usando calorimetria a 620 nm.

3.3.1. Activacion de TLR2.

El extracto ESO induce la activacién de TLR2 de acuerdo con un efecto dependiente de la dosis, con una
actividad maxima a 100 ng/ml (Figura 7).

3.3.2. Activacion de TLRA4.
El extracto ESO induce la activacion de TLR4 con una actividad maxima a 10 ng/ml (Figura 8).
3.3.3. Activacién de TLR5.

El extracto ESO induce la activacién de TLR5 de una manera dependiente de la dosis. Esta actividad es inhibida
en presencia de anticuerpo anti-TLRS5, lo que demuestra la especificidad de activacion del extracto ESO sobre
TLRS5 (Figura 9).

3.4. Inhibicion del receptor 2 activado por proteasa (PAR2).

La inhibicién de receptores activados por proteasa por el extracto ESO es evaluada en queratinocitos humanos a
partir de una estirpe celular (HaCaT) mediante la medicion de la afluencia de calcio intracelular inducida después
de la estimulaciéon especifica de PAR2 con la enzima triptica del estrato cérneo (SCTE). Se usa la sonda
fluorescente Fluo—4/AM: su forma esterificada facilita su penetracion por la difusiéon pasiva en la célula; solo la
forma desesterificada ligada a iones de calcio es excitable bajo 485 nm de fluorescencia, y emite a 535 nm.
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La sonda fluorescente es incorporada durante 30 minutos en células inoculadas en placas de 96 pocillos, y a
continuacién el extracto ESO es incubado durante 30 minutos. Se mide el flujo de calcio pocillo por pocillo en
tiempo real de acuerdo con la cinética, antes y después de la inyeccion de SCTE. Las placas se leen usando un
lector Mithras LB940™ (Berthold Technologies®).

El extracto ESO inhibe de manera dependiente de la dosis la activacion de PAR2 inducida por SCTE humana
(Figura 10).

3.5. Modulacién de blancos de dermatitis atopica en queratinocitos.

El estudio se llevo a cabo en queratinocitos epidérmicos humanos normales (NHEK, medio de cultivo K-SFM) en
el contexto de la induccion de un fenotipo de dermatitis atdpica. La actividad de ESO se estudié en queratinocitos
gue exhibian un fenotipo de dermatitis atépica tras la estimulaciéon durante 24 horas con Poly I: C + IL-4 + IL-13
+ TNF-q, y se analiz6é por medio de una serie de PCR [reaccion en cadena de la polimerasa] sobre la expresién
de un panel de 32 genes seleccionados.

Sobre los queratinocitos, el extracto ESO inhibid, con un efecto dependiente de la dosis, 15 dianas entre los
mediadores involucrados en la patologia de dermatitis atdpica, como puede apreciarse claramente en la tabla 7 a
continuacion (los resultados indican, para cada gen blanco, el porcentaje de inhibicion obtenido).

Tabla 7
ESO Dexametasona
10 pg/mi 30 pg/ml 60 pg/ml 2 uM
TSLP 56% 75% 92% 91%
o I-1a 35% 46% 59% 54%
Citocinas I—18 27% 44% 65% 44%
IFN-B1 66% 82% 90% 49%
IL-8 37% 55% 88% 75%
MIP—1a. 10% 43% 75% 76%
RANTES 15% 44% 65% 12%
MCP—3 43% 63% 88% Pro 20%
Quimiocina TARC 58% 64% 39% Pro 20%
MIP—3a. 41% 61% 80% 40%
MDC 16% 44% 58% 45%
Q“'m:;’ig'lna de 28% 32% 39% 59%
IL-4-R 30% 45% 69% 75%
Receptores RARRES3 30% 47% 63% 28%
TLR3 22% 50% 60% pro 29%

3.6. Induccién de péptidos antimicrobianos.

La actividad del extracto ESO sobre la expresion de proteinas y péptidos antimicrobianos se estudié en la estirpe
celular de queratinocitos HaCaT: después de 3 horas de tratamiento en presencia de ESO, las células se
recuperaron para el andlisis de la expresién de blancos antimicrobianos mediante la RT-PCR [reaccion en
cadena de la polimerasa en tiempo real] cuantitativa; se extrajo el ARN total y se somete a ensayo; tras la
transcripcion inversa del ARNm en ADNc, se llevo a cabo la etapa de amplificacion de PCR cuantitativa en
placas de 96 pocillos, en un sistema de PCR cuantitativa iCycler (Bio—Rad). Los resultados obtenidos se
expresaron como la cantidad relativa (CR) de ARNm tras el tratamiento por ESO en relacién con el control, sin el
principio activo. Se us6 IL-1f de forma paralela como inductor positivo de referencia de la expresién de péptidos
antimicrobianos. La expresién del gen de interés se considerdé regulada cuando RQ=2 (induccién) o RQ<0,5
(inhibicion).

El extracto ESO induce la expresion de proteinas y péptidos antimicrobianos hBD2, hBD3, S1007A, LL37, PI3,
RNasa 7 y NOD2 (Figura 11).

Ejemplo 4: Formulacién de una crema para “el cuerpo y el rostro” que comprende el extracto bacteriano
ESO.

Extracto ESO: 0,1-5%
Aceite de onagra: 1-3%
Glicina: 0,1-0.4%
Ceramidas: 0,1-0.3%
Humectantes: 5-20%
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Emulsionante: 2-7%
Triglicéridos capricos/caprilicos: 1-10%
Conservantes

Aguac. s. p. 100%

Ejemplo 5: Formulacién de un gel de limpieza para “el cuerpo y el rostro” que comprende el extracto
bacteriano ESO.

Extracto ESO: 0,1-5%

Aceite de onagra: 0,5-2%

Glicina: 0,1-0.4%

Ceramidas: 0,1-0.4%

Tensioactivo: 10-20% en materia activa
Humectantes: 5-15%

Conservantes

Aguac. s. p. 100%
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<160> 2
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<210>1
<211> 1487
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> Nuevas bacterias LMB64, que pertenecen a la clase de betaproteobacterias, de agua subterranea

<400> 1
agtttgatca

cagcacgggce
cgagtagtgg
aagtggggga
tggggtaaag
ctgggactga
gggcgcaagce
cttttgtceg
ataagcaccg
cggaattact
ggctcaacct
attccacgtg
ccectgggat
cctggtagtce
cgaagctaac
gaattgacgg
aaccttacct

agcggtaaca

tggctcagat
tteggectgg
gggataacgce
ccttegggee
gcccaccaag
gacacggccc
ctgatccage
ggagcaaagc
gctaactacg
gggcgtaaag
gggaacggca
tagcagtgaa
gacactgacg
cacgccctaa
gcgtgaaatt
ggacccgcac
gctecttgaca

caggtgctge

tgaacgeggg
tggcgagtgg
agcgaaagct
tcacgctatt
gcgacgatca
agactcctac
catgeccgegt
ctgcttgtta
tgccagcage
cgtgcgcagg
ttggagactg
atgcgtagag
ctcatgcacg
acgatgtcaa
gaccgcectgg
aagcggtgga
tgtaccgaag

atggctgtcg

cggcatgcett
cgaacgggtg
gtgctaatac
cgagcggccg
gtagegggte
gggaggcage
gtctgaagaa
ataccgagtg
cgcggtaata
cggttgtgca
cacggctaga
atgtggagga
aaagcgtggg
ttagctgttg
ggagtacggc
tgatgtggat
cctgaagaga

tcagctcegtg

tacacatgca
agtaatgegt
cgcatacgta
acgtctgatt
tgagaggatg
agtggggaat
ggccttcggg
gggatgagag
cgtagggtge
agtctgatgt
gtgcgtcaga
ataccgatgg
gagcaaacag
ggggtttgaa
cgcaaggtta
taattcgatg
tttgggtgtg

tcgtgagatg

17

agtcgaacgg
cggaacgcgce
ctgaggtaga
agctagttgg
atccgccaca
tttggacaat
ttgtaaagga
taccggaaga
aagcgttaat
gaaagccccg
ggggggtaga
cgaaggcagce
gattagatac
tcecttggtag
aaactcaaag
caacgcgaaa
cccgaaaggg

ttgggttaag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600
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720
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tcecegeaacg
gactgceggt
agcagggctt
gccaatctca
cggaatcgct
acaccgcccg

gaggccgcett

<210> 2
<211> 10948
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> Nuevas bacterias LMB64, que pertenecen a la clase de betaproteobacterias, de agua subterranea

<400> 2
gggcgcagea

gcgctcaatg
cagggtgtca
ctcgatcacce
gccctcgace
ggtcaatgcc
ggcagttaga
gcggatagtce
gcecegtgeag
cacgaagaag
gaagcccgeca
gaagccctca
ggccggceatg
cgatggcgag
cagtcaggcce
cgtgegetac
catgggacgg
catgaaggcg

cgaggcggcg

agcgcaacce
gacaaaccgg
cacacgtcat
gaaagccgat
agtaatcgca
tcacaccatg

accacggtat

ccatcgceccca
cgctgegect
cgctcgeggg
tcaccagegg
tcggcgeggg
tggggcagtt
tgcttgtgaa
ggctgctgee
aggcccegegt
ccegegecge
aggtggccge
ccgcgaagga
tttcaggcceg
cctaccgacg
gccgcegecga
gaagtggcgt
gaacgcgagce
gcgetggecg

atttcgeget

ttgtcattag
aggaaggtgg
acaatggtcg
cgtagtccgg
gatcagcatg

ggagtggggg

gcttcatgac

ggccaaaagc
ggtcggccaa
tcagttecege
ccgecagete
cctgggegge
ccggcgcage
cggtattcgg
cttecgecgac
cgagcagatc
cgccacgcag
cgaggcgcge
gcgaaaagcc
acccceccgatt
tgcgegeecgg
ccgattctge
gcgatgtgat
aggcgcagcec
gggagcggga

atgcgccact
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ttgccatcat
ggatgacgtc
gtacagaggg
atcgcactct
ctgcggtgaa
ataccagaag

tggggtgaag

cacccgtgece
gtcggegget
cacctgcecteg
ggcggettcg
tgcgegeteg
agcagcggcc
gctgeeggtyg
cagcgcatca
gagcagcagg
gaagcccgge
gagcagaccg
gatgaaagac
tgccgecgac
cttgcggcaa
gcctteggeg
cggggcgttg
gaatgaggcg
tgatctcgat

ggcgcgecgyg

ttggttggge
aagtcctcat
tcgccaagece
gcaactcgag
tacgttcceg

tgggtaggct

tcgtaac

gattcggcgg
tgctgctegg
gctagggcat
ctctgegect
atctcggegg
accggccggg
cccaaacgcet
gcggeggegg
ccgccaaggce
aagtgcaagc
cgcgectgge
cgtgaccaca
tatctgegece
atggcggatg
ggcctetttg
attgcccatt
gttttgecgeg
ccgegegata

ctgtatggcecce

18

actctaatga
ggceccttatg
gcgaggtgga
tgcgtgaagt
ggtcttgtac

aaccgcaagg

cctgttgete
ccttgeececge
cgcgctegge
ggaccaagcg
caatggcgge
cctctegeca
cgcggatcge
cgaacgggtg
ggcacaggcce
cgaacgcgac
tgggcaactc
acgaagcgat
aggtgttggce
tgctgegegt
acecgggccgg
acgccgaaat
tggceggage
gcgecggcecat

aggctgaaaa

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1487

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080
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cgaccacgcc
cttggagggg
cgacattacc
aaaccgactg
aggcggcegat
aattggcgat
tcgtttttet
aggcatggtt
gggcaagggg
cttgtcacac
agcgaggcga
ccttgetgeg
ggcatcagca
aaggagatgt
tcaaaggcga
gcgagcacgyg
caaaccagtc
tctcatagag
cgtgttggcc
cggtcaaacc
gtcggcageg
cggcategtg
ccgecatggeg
gatcgacgag
ggctttctgg
ggcggtgttt
ggcaaggtga
gacaagaaca
aagcgtggeg
cggtatgget

tcgtgtggat

cgccaggaac
ctggccatga
cacgatgagg
gccgcccgag
gctggtggge
gttcgacaaa
ggcgggcggc
tgtcegtcag
tgaacagcgg
accacgcaac
caccgaagac
caaggagaac
gggtatggat
ttctgacttg
gcgettettg
cccgegegga
tcctgatatg
aaagacggcg
agcctgttga
gatgattceg
ggcgacttca
cctgeecggeg
gacattcaga
gtacggtgca
ccgttgtggt
gcatcggacce
cgatccgcca
cagccagcta
gatgcetgttt
ggcactgcce

tcececttetgg

agecgtegege
gcgcggacga
cggtgcagtg
gtggccggtyg
tgttttetgg
ttgcegecag
ctggacgatg
cgecegtttte
gcgatgetgg
tcecegttget
acatcgcgge
agccgegett
cggcacgecg
gcgctegeag
tgaccagcct
atgcgecggtt
ccgettttac
tgacgatggg
tttgcgcaat
tgtgcgacct
teegegegea
ggtttgactc
ctecggegeac
tcatcgggaa
ggccaacgtg
gttcegtgge
gatttacgaa
cgttgtgetg
gcecgggegge
gaatggcagce

ctcgegtggt
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cgatttcgac
tttggcggtt
ctaccgcatc
tgctgggttt
cggcggtage
cggccecggat
ccgggegega
ggtgaatgge
cttgcgggac
tcgctaaaag
gacaccgaaa
tecgegegega
aaggcgttgg
tgcgcaacga
cttteceegge
ggtgcgggag
gtcagecegtg
cagaaaaaca
tgaaccggtc
gggcagcgceg
gtgcaaaaac
ggaagtggtg
gcagggcaac
gttgccgaca
gttgecegetg
gctgattceeg
aagggcttte
gttatcgagg
gctgggtget
acattccege

ggctcagtga

caggtgcatg
caggcgctge
ctgcatcgcece
gctcgaatcg
ccatcecegat
ggtcgtcggg
aaaactgcat
ttgeccteate
gaccccgcac
ccttgtgeceg
gggccgaacce
aagtgcttca
cgatgegcetce
aggtgcgatg
gtaatcggat
gttgagegge
tttaagtcac
gcaatcaggce
ggcgceggect
ccacagaacg
ggtcaaatgt
cgeectggege
atggccggcece
tgagaaaagc
agggcggtge
tcgtgecactg
gggtcgttca
agcaggcgceg
ctggcettece
catgttgttg

tggcttegeg
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cttcgetgge
tgatccgggg
atgcgcggta
cagccgccag
catgecggeeg
cgatttttece
tcgcacatge
cactagggcce
cceccggaaaa
caaggctttt
ggcctaaaac
aatgcctgtce
caggttgtcc
taggccgceac
catgttggce
gggagacatg
aatatggttt
gagggggtgc
ccctggtcgg
cccggaagcet
tggtgggttc
gcaccttctg
tcgtcatgga
gatgttggct
gcecttgege
cgagcacatce
catgcaggac
atgagggcga
gtgeceggegt
ggcggcctga

ggcatgtcca

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000



ggtggccagg
catgcacggt
attgaggaac
tacccacaac
aacacgcagc
tagaactggc
gtcagcacgg
atagcctgeg
ggtgacggtg
ctccagcgac
cgtgacggtt
cagcagtttg
caacagggca
gcgeggatca
gaaggccagt
cgcggtcagg
gacacagcac
agtgagtcgt
gtacctaagt
ctgacgctge
atgagccgcec
tgcgatttat
tgaccctgga
gtctgatcga
tgcagcagtg
gtaattagat
gagttgtect
gttcatgaat
gcaacgggac
aaagagcgca
gcttgtggtg

ggctgatctt

aaccggcgca
gtatcaccag
gatgacaagg
atccgetcetg
aatcccceegg
aggcgtcegt
attcgagaat
ttegtegttg
gcegttttet
ttcttgactg
tteggggtgg
cgcatgggag
agcaacagca
gcgcatggeg
ccgagaaaga
ctgcecaaccce
accgacgcgce
gccatgtcge
acggagtcaa
cggggtgaat
taaaccgcca
caagcgggca
tgcggectge
gcagaagatg
tgatgcggge
gtgttcaaaa
gatgecgttaa
caacgcatcg
gcactecegge
gcaaggcccg
tggcggettg

gaacagcgceg

cctgeggtat
ccgtggggag
gccagcaaca
ctgctgaatt
cttggggcge
gggcatggtt
gacggcgctce
ccgaggtcaa
tgtcgaaatc
tgatcgggca
cggccagcac
tctecttteca
cagtgacgat
tgccgggegt
gcagcgtcat
atgagccacc
cgatggcggt
tttccttgta
gggggtgtga
atcgagacga
ggggggcatc
caggcgcttg
gcctgeggtg
gctgaccteg
gacggtggag
aatggtggtt
agtgttcatt
gctatgeeeg
aggctggatg
agcttgagca
atcgecttgg

gcgtgecattt
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ctggeggggt
ataccttcgt
agctggccct
ggcggacatg
agcagcgtat
tcctgetgtg
atcgtggegt
cgettecgge
gaccttgacg
tagctcgecag
ggcgagegge
atagaacagc
ccagaacgtc
gcagacctgce
gccgatgaaa
aatgccaagce
cagtacgctce
cctgtttgece
tgggaacaga
ttcgectacta
ggcgctatge
gtttcacgct
agacgcgagce
cggccatgeg
ccagctgtcce
ttctggacac
tattecgttcea
cgtttcgace
ctcaaccatt
gtgtcggaag
gcgecagectg

cgagagcctg

gaacccgcac
gggtggagac
tgtegttttae
gcaccgagcc
ggcaggccgg
cgtggccgca
tacctctgea
ttggececttgt
gcgctcacac
gtcatgttct
acggcagcca
ggggcgaacc
aggcgctgece
ggcaccagat
aagggccggt
accagcagga
acgatcaacg
caagtgttac
actgaccatc
ccagcggcegce
gcctgagcag
ggacgaggta
gctggetgtg
gcaggegetg
catcatcgac
atgceggttt
gctttcaatg
gacgaccaaa
tacgaggaag
gctectcegge
ccecgacctgg

accgagaaga
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accggcaagc
tgattatttg
tggactgttt
gaacgaacag
gcactcgtag
gtgcgggcag
cggtggacgg
cggcegtecata
cgggcacttt
gaacggccag
gcagagcaat
acggcacggc
gctggegtgt
agagcttgeg
acggctccat
caagcggccc
agctttttte
tctaaatccc
ggcaagctgg
ggcctgetgg
gcaaaacgtg
ggcgcgctac
cgcaagctgg
ggtggattgg
gtgctggcag
geectgtect
tggcggaact
acctagacct
cagccagcgyg
ccggcgacac
tgcagatcgt

tcgagacggg

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920



gagcgcagcg
cctgatecegg
tggacgcaaa
cccgaatacc
taaacactge
acaacagcat
gaatccgttt
cagagcctgt
gtagagcaca
tacgactcga
ttcgggeget
taccecggtgg
gtccataaga
cggaagatgt
actttgatcc
actcgegteg
ctgagcgcag
cggctcaagg
gagaacaacc
cggttgecage
agcaggaaag
cgaccagact
ctgacctctg
ccttcatggg
gctgecgacat
aggcagagct
gctactacca
gggtcaagac
tttcacaaga
ggagtgtgcect

agttcaatcc

ggtaagctgce
gagcgaaccc
ccgaagctgg
tgtgttgctg
ggtgtggttc
tcgatgtatt
ctgcgaagga
cgatgcactt
ccgagggcta
acagccaagt
accccgcaga
ttgacctcegt
acaagagcgt
acgtcgegece
tgccggagaa
aggcggaaac
agcgcegtgece
atcaagcgag
tgccggacga
gaccgcegcetg
ttggcgaaag
tgggtcggtg
ggcgcagtte
cagtggcacg
caacccagtc
gcgtgeceget
gacgcgcgat
ggtgacgacg
cgecctaceceg
ggaggatcge

gcaggaaggc

aattccatgt
gggcagggct
acgccaagca
aactcgececeg
tgecgegtac
cgagaaatgce
caaggaattc
cgaggggtcg
cgagatcaag
gccgactgge
cctgtetgge
ggtctgecac
aaagggcttt
gacgccattt
cttecggecace
gctggtggtt
caatcccaac
caagcctgte
cgaatgaaca
gagtgcgact
gagatcaaca
tttegtggea
tacaaaacgce
acgcttggeg
agtaccttcce
ttcgagegge
cctaagacgg
ccecgagggcyg
aagaagaagc
tacgatgcga

ccggecegetg
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tttegectgea
ggatgcagct
gatacgccac
tgactacggce
agccgatgaa
gtccaagcag
catttccaga
ggtcgcaaca
ggtttggcat
tatcacaacg
tatgccgatc
ggcgacttce
ggcacctacg
gcgctgaceg
gatgaccgtt
ggctacaact
gcaggcaccc
tccatgactg
ccatcaccga
tcecegetggt
ggcecgatcecta
ttacccttgg
acgacctggce
aggccgtcaa
tcgtacgtca
tggaacgtga
gcgagctgat
aggtaatccc
cgcgagcgea
ctgacctgca

gtcagtacgt

ctcgececgagt
cgcgeccgtg
attaaggcgce
gtgtcgagaa
ggggcaatat
ttcaggctgg
actggtttca
cctaccegga
ggcctggecg
gccgtcaaat
agggcaacgg
tcaacgccga
gcgacatcat
aaggcaccac
accaggtggt
ttgacctgeg
agcaccgatt
gcacccaggt
caagatcggg
cgaaatcagc
ccacatccac
tgctttgagt
cggtaaggta
gctgggtgee
ggcgttcacg
cgtggcaccg
tcaggtcttg
cttgectgteg
gatecgtgtge
ctgccagcac

caaaaccaag
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tcgagegegg
gccgatecegg
tactacgtga
caactatcta
gacaaaaaag
tgaactgatc
gaagcgcctce
cttectgettg
cgagcgcgac
cttctacgtg
ccgcaggcag
tcacaactac
gatccgcgac
tggcctgatg
cggtaacctc
cacgaacgag
cgtggectac
gcagcccgac
ttcgcttacc
cagatcgeceg
aagtggtggg
cagcctggta
gtgctcgatc
aaggccatcg
ccggegteeg
gagattcggce
tactacttct
cgctacgtgt
cctggetget
tgcggccace

ggcggtcacce

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780



gttaccgcat
cgatgatggc
tggccctcta
cctetgtteg
gcgacttcett
ccatcgacga
tcaacaacct
cgaaccacat
agagcagcgg
tcgatgagcce
gcaagacggt
aggccgcaga
ctggttcggt
agttgagcga
tggccegega
ccegtecagcet
tggcgttcag
acaaggcggg
gtcccaagac
aggcgtttge
tggcatcacg
gcgcagcgca
ttgatcttga
gtgcgtggga
ttgatggcag
tacgtatttg
ttgtggctag
tggcecgagea
tecgegtectg
gcaagctgac
acacccecgcc

tgatccccac

caaggaacta
cttgcgageg
cgaggaagcc
acctggecac
caatgcgege
cctggcagtg
gttttgcage
cctcaagcceca
tacgtttage
gttcgagatc
ggctagccat
tcatggectg
ggatgcegtg
cttctttttt
ggactcgtct
tgegteggtg
cttccaccac
cctggccgta
tgcggccaaa
cctgecaccag
gctgcaagcet
aaccttgatt
ggcaattcgg
tgacgatgtg
ccgetgecacg
cgtgatacaa
ccaaaaaggt
gagcaaagag
gtggaatgag
cgagcacctt
ctetgttacg

caggccgagt

ctgccaaagg
gatggatcga
caagaacgcc
aacaccgacc
caactgctgt
caagagcaga
ttcaagggtg
gagcgcaccc
acgttgttceg
gcgttcgage
ccgatccgeg
ctgatcctcea
gtgactgatc
gcttggectca
gaccaagggg
ttcacggagg
tcgegtgeeg
gttgcggctc
gacccgatca
tcgectgeta
gctggectte
gcacgcgctg
ctggccgtgg
cccttetgat
caagccgcgt
taacgccata
ggcgtecggea
gggccagtgg
cgaaccaatg
caggcattgt
gaaatgattc

ccgcatgact
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acggtacgcce
aggtctatct
ttgctacaga
aggegegegg
gccttggect
tgctgtgett
agggaacagg
cgctggagaa
agtctcgect
atgaccagga
cccgtegegt
acggtgacag
cgccctactt
ccecetgtget
aggtgcagca
cgtgececgegt
agggctggge
accctgtcca
gccttgatge
tccaggatgt
gcatctegge
ctgatgacat
ggccaagggce
tggctgcacg
cccteecgegt
ttaatggagg
agacaacgat
cgctgatcga
aggcaccgct
ccaagggtgg
agcaggtgcect

tgecgegeggt

gcecctceteat
gceggtgegyg
ggcactgceg
ctacaactac
gctgetgegg
gttctccage
ggccgtgegg
ctcegtgtgg
gctacgtgeg
cggtaaccgce
cgaaacctgg
ctcgaagetg
cgacttecgtt
gcgccagege
caaagaccct
gcttaaggac
ggccatctat
tgccgagectg
gattctggtg
ccgeccaggcet
gggtgaccge
gggcttcgac
tgcaacatca
gccttgtegg
aaagttcatt
tgcgtaaatg
tgcaggtcac
cacagaccca
gtttgcacgg
catcaagctg
ccgcaccgec

cggatctacc
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cgaatgtacg
aatgaggact
ctgccgaaaa
acccaatgge
gaaatcctga
accttggagt
catatgttct
ggcactggca
aagcgctacce
gcaggctcge
ccggaattgg
ccggtgeceg
cattactcgg
tatccgtgga
cgtgtgtteg
gatggagtgt
gaagcgatca
cgcgcggcaa
tgtcgcaaaa
gttgatgcge
ttcgtgatcg
gagatcaagg
aaggctgcga
cgcatgegtt
tatacgcaaa
cggactattg
ttgggtgtca
caaggctcge
gtggaaatcg
gccatcatcg
gacttggtac

gtcgaactgg
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tggagaacgc
tcgegggtga
accagcgcac
ccaaggggcg
gtaaaatttg
catctttgac
cggcacccca
actacaaggce
gcgtgaagcet
agtcggecge
tcgaactcge
acgagctggg
aggttgcgge
cgecgtggect
actacgccct
ggccggacac
cgccaagcegt
gccagatgac
ttcgegtcta
gactggagga
gtggccageg
cccecgacga
cagtgcaggc
ttgagcgeceg
ttgggctgga
gtgecettgeg
acgagaaaga
ctctggeeceg
cccatgeggt
tttecgegett

gcgtttcatg

aggcaagcga
ggctgcegtg
cgacttcgece
gtcggccgaa
atataatacg
tgceggectg
ggttcaacct
gttgaccgtce
ggacaagaag
tggccagcaa
caaggagttg
acttgaaggc
cgaagtggtg
gatgccggtg
aaaggatgac
ctctgtttgg
gaaggggagyg
cgaggctatc
tgactacttg
tgccctagac
tgtgaaggaa
tgaccgcatg
ccacgaggtt
tttgtacgag
actgttgcag
cgagatcatce
ccaggtgatt
gcgcttecag
gttaccgcetg
tgcattgage

tcactttege

atgatcttceg
gcgcetttege
agctcgatga
gaaatcgggce
tacatgegta
gtggccaaga
atcgaagtga
aagttggatc
agccaggaaa
cacgcctaag
gccgaaaaag
ccggcgeagyg
ggcgagcagce
catcatccaa
ggcgtgagea
cattgggaaa
gccacgcagt
aatcgeggte
gtctcaacca
aggctgeggg
ggctteggea
attgcegteg
ctgaccatca
ctggccagga
gacaagtgcg
aaggccgaca
ttctacacce
tgacgcccaa
cgtgttggac
caccaagtgce

gcacgaaagt
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tcatcaatgg
agcatggcac
tcgacggecg
agttgtggaa
ttaatggaga
aaggggaggce
aggcatcggce
gtgaccgcecta
tctttgtega
aggcccctat
ccaaggcccg
gcaacgccgg
cggcacgacg
accgcgattt
tggaggccce
gcaaggatgg
ttgataagga
ggcctgatge
acaagccgac
gtacatcgat
tecgtecgatag
aggtcacgct
acccggacta
agcactgtgg
gcagcaagtc
ccttgecaga
gcgacacgaa
agtattgacg
gttcecettga
gtctegetcee

cgaggcaaga

ggcggcacct
ggttgceccce
caccgtccag
atacgtatct
tacgtaaatg
gtccectget
gactggegge
cgagagtctg
ggcecctggat
gcgttcagtg
ccgectageg
caccactccce
caagggagcg
cttettgtge
catcttcacc
gacacgcgce
tttacttatt
gaacaatcga
tggcggcaag
caagacgaac
ctggacgatce
ctccaagtgg
tttceggetg
cgaccaggcc
ggcactgttc
ctaccgecatg
gaagctagcg
gtcaatactt
cctageggee
ttcgagcatc

ggcttgatcg
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cgcgegegga
gtgacgctgt
gaaatcgacc
acacaactgc
gctaaaactg
acggttgtcecg
ggccgggatt
aaaagcatgg
ttgtggatga
cgctctgeeg
gcggaaaaga
agccecggtga
ccgaaagggc
gatctgtttg
ttggcaacca
atcaccgtca
tacgtagtta
accgtgeget
gagtaccagc
atcaagacgg
atcgagaagg
cttttcaatg
cgtaagccaa
ttttttgtga
gagttcegece
acgcttgatg
gcgtctaceg
cgttatttca
gaggcagggc
aagccctaac

tgtctatecgt
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tacatcaccc
cgttacatca
gagcagcaag
tttataaatc
ccgeeggete
tccececgaggg

cccccaaagg

atgcctgtgg
cccatacctce
gctttacgag
tttaacgcegg
ctacgggcceg
gtttcgcette

gggccggatg

atggacacgt
acttegttac
cgttatccac
ttgcggacaa
caagcggccc
gctgcacccce

gtgcecccec
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tacatcaccc
atcgcccatg
agccgtaaca
agcccgcegec
tcecgeecegeg

tcgegetteg

atgttttctg
cagcgatttg
cgcgegegeg
gcctettggg
cttcgegete

cgctcacceg
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tggatgggca
tggaagcctt
attttttaac
ggctacgccce
ccteeeggea

catatcgagg

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10948
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REIVINDICACIONES

1. Extracto bacteriano obtenido a partir de una suspension de una bacteria Gram-negativa no patégena que
pertenece a la clase de las Betaproteobacteria, subfamilia de las Neisseriaceae, incluyendo la secuencia de
nucledtidos del gen de ARNr 16S de dicha bacteria la secuencia SEC ID n° 1; en el que dicho extracto esta
compuesto por proteinas de membrana, lipopolisacaridos, proteinas periplasmicas, fragmentos de proteina del
flagelo y metabolitos primarios y secundarios producidos por la bacteria,

caracterizado por que la bacteria incluye por lo menos un plasmido que comprende la secuencia SEC ID n° 2, o
cualquier secuencia con una identidad de por lo menos 80% con dicha secuencia SEC ID n° 2,

caracterizado ademas por que la bacteria es no filamentosa y

en el que dicho extracto bacteriano incluye una fraccion ESO obtenible dejando el medio de cultivo de bacterias
incubar y reaccionar en un medio basico (pH 9 a 11) durante aproximadamente 5 horas a una temperatura de
4°C, centrifugando y filtrando a 0,2 um y obteniendo una solucién de ESO clara y en el que la bacteria se
deposita en la CNCM el 8 de abril de 2010, con la referencia 1-4290.

2. Extracto bacteriano segun la reivindicacion 1, caracterizado por que dichas proteinas de membrana consisten
en porinas, OmpA, lipopolisacaridos y/o lipoproteinas.

3. Extracto bacteriano segun la reivindicaciéon 1 o 2, caracterizado por que incluye tres bandas principales que
corresponden a los pesos moleculares comprendidos entre 30 kDa y 36 kDa, 41 kDa y 45 kDa, y 47 kDa y 51
kDa, respectivamente.

4. Extracto bacteriano segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para su utilizaciéon en el tratamiento de
trastornos inflamatorios dermatoldgicos.

5. Extracto bacteriano segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para su utilizacién en el tratamiento de
trastornos inflamatorios dermatolégicos en el que los trastornos inflamatorios dermatolégicos consisten en
dermatitis atdpica, prurito, eccema y soriasis.

6. Utilizacion de un extracto bacteriano segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para la preparacion de
una composicion destinada a la activacion de TLR2, TLR4 y TLR5.

7. Utilizacion de un extracto bacteriano segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para la preparacion de
una composicion antagonista de PAR2.

8. Utilizacion de un extracto bacteriano segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para la preparacion de
una composicion destinada a tratar los trastornos inflamatorios dermatoldgicos.

9. Composicién que comprende, como un principio activo, por lo menos un extracto bacteriano segun cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 3.

10. Composicién segun la reivindicacion 9, para la utilizaciéon en el tratamiento de los trastornos inflamatorios
dermatoldgicos.

11. Composicién para la utilizacion segun la reivindicacion 10, caracterizada por que dichos trastornos
inflamatorios dermatolégicos consisten en dermatitis atopica, prurito, eccema y soriasis.

12. Composicién cosmética o dermatoldgica segun cualquiera la reivindicacion 9, caracterizada por que incluye
ademas uno 0 mas excipientes compatibles dermatol6gicamente tipicos.
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Chromobacterium sp, Brazil, (AY117558)
Chromobacterium sp, Bruzil, (AY 117562)
Chromobacterium sp, Brazil, (AY 117568)
— Chromobacterium sp, Brazil, (AY117564)
I Chromobacterium sp, Brazil, (AY117571)
Chromobacterium sp,Brazil (AY117559)
Chromobacterium sp,Brazil, (AY117561)
_Ehromobacterium 5p, Brazil, (AY 117563)
Chromobacterium sp, Brazil (AY117556)
- Chromobacterium sp, (AB017487)
Chromobacterium sp, Brazil ,(AY117560)
Chromobacterium sp (AY117566)
Chromobacterium sp, Brazil (AY117565)
Chromobacterium violaceum, (M22510)
Chromobacterium suttsuga (AY344056)
Hawaiian lake, {AY345393)
Geto spa. (AB017489) .
uncult, wastewater treatment plant (AB286544)
Pseudogulbenkiania subflava (EF626692)

Latiella nitroferrum (AY609199)
— beta proteobacieria (AB174825)

unculj peat bog (DQ205194)

Paludibacterium yongneupensis (AM396358)
uncult, deep sediment, (AB013258)
Japanese rice ficld (AB078843;
Japanese rice field (AB078837

LMEB64
Gnlbenkianu mobilis (AM295491)

Aquitalea magnusonii (DQO18117)
i Vogesella indigofera (U45993)

100

Wogesella indigofera (AB021385)

Stenoxybacter acetivorans (EF212897)
Neisseria flava (AJ239301)

Eikenella corrodens (AF320620)

Kingella denitrificans (L06166)

Simonsiella muelleri (AF328148)

Bergeriella denitrificans (AB087265)
Chonchiformibins kulinise (AF328149)

Alysiella filiformis (AB087263)

100

Urnburnella sui (AJ586614)

[ Vitreoscilla stercoraria (M22519)
100 Vitreoscilla stercoraria (L06174)
Agquaspirillum serpens (AB074518)

bh] 59

97

60

—L‘% Laribacter hongkongensis (EF032601)
Microvirgula aerodenitrificans (AJ487013)

Chitiniphilus shinanonensis (AB453176)
Silvimonas terrae (AB194302)

Deefgea rivuli (AM397080)
Andreprevotia chitinolytica(DQ836355)
Chitinilyticum aguatile (DQ31 458?
Chitinibacter tainanensis (AY264287)

82 100

lodobucter fluviatile (M22511)

Leeia oryzae (DQ280369)

Pandoraea pnomenusa (AF139174)

Acidovorax avenae subsp. avenae (AF137505)

FIGURA 1
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Activacién de células de Langerhans mediante EQO
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Activacién de células de Langerhans mediante EQ
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Inhibiciéon mediante EQ de FcgRI
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Activacion de TLR2 mediante ESO
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cantidad relativa

Induccién mediante ESO de proteinas y péptidos antimicrobianos
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FIGURA 11
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