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DESCRIPCION
Preparacion simbidtica
Campo de la invencion

La invencion se refiere a composiciones que contienen prebidticos y probiodticos para la aplicacion en la piel o en
tejidos intactos o dafiados.

Introduccién

Recientes revisiones de la bibliografia cientifica [Baquerizo et al. (2014) J. Am. Acad Dermatol. 71(4): 814-21; Sonal
Sekhar et al. (2014) Med. Hypotheses 82(1): 86-8; Sikorska et al. (2013) Med. Hypotheses 82(1): 86-8] indican que
el empleo de probidticos y prebitticos puede tener efectos favorables en el tratamiento de trastornos cutaneos o
infecciones de heridas. Sin embargo, hasta la fecha no ha habido estudios en la bibliografia cientifica en el uso
tépico de probidticos o prebidticos en seres humanos. El limitado nimero de estudios disponible ha empleado
modelos in vitro o modelos de raton, y a menudo han empleado lisados de células libres de cultivos probiéticos. A
partir de la bibliografia cientifica se sabe [Gungor et al. (2015) Benef. Microbes 6(5): 647-56] que la aplicacion de
bacterias no patdgenas en la boca y sobre prétesis pueden causar una reduccion de infecciones, caries, halitosis, y
otros problemas orales.

La bibliografia cientifica sobre el uso de probidticos y prebidticos para tratar afecciones cutaneas o infecciones de
heridas afecta principalmente a la ingestion oral de preparaciones de Lactobacillus y Bifidobacterium, que tienen un
posible efecto de fortalecimiento de la estimulacion de la via interna cutanea del sistema inmunolégico.

Por lo tanto, en base a la bibliografia cientifica no ha sido posible producir composiciones probiéticas o prebidticas
de aplicacion por via topica que tengan una accién probada sobre afecciones cutaneas e infecciones de heridas.

Las patentes ensefian que los probidticos se pueden usar para combatir bacterias dafinas, y que la administracion
oral o topica de probidticos o extractos celulares de los mimos pueden tener un efecto favorable en algunas
afecciones cutaneas. La Patente WO 2006125283 ensefia que la colonizacion de superficies con bacterias
formadoras de esporas no patdgenas a través de productos de limpieza tiene un efecto favorable en la reduccion del
numero de microorganismos patdgenos sobre tales superficies. Esto disminuye el riesgo de infecciones y tiene un
efecto beneficioso sobre la salud en general. Las Patentes WO 2012150269 y WO 2013153358 describen el empleo
de un probidtico, metabolito o lisado celular para el tratamiento topico de infecciones cutaneas, pero esta limitado a
bacterias del acido lactico y a extractos de las mismas. La Patente EP 0975227 describe el uso de esporas o de
extractos celulares de Bacillus coagulans, Bacillus subtilis, Bacillus laterosporus o Bacillus laevolacticus en
combinacioén con fructo-oligosacaridos para combatir infecciones cutaneas, pero éstas se limitan a estos organismos
especificos y a cadenas de azucar cortas. La patente WO2011022790 divulga una mezcla de bacterias de Bacillus
que se aplican sobre la piel humana o el pelo animal para repeler mosquitos. Otras patentes, tales como la US
20090035294, estan limitadas al uso especifico de componentes de paredes celulares especificos de bacterias para
la aplicacion en la piel. En estos casos, no se emplean microorganismos vivos o esporas de los mismos.

Compendio de la invencion

La invencion se refiere a una composicion que contiene prebidticos y probidticos para la aplicacién sobre la piel o un
tejido intacto o dafado.

Un primer aspecto de la invencion se refiere a una composicion para uso dermatoldgico o cosmético que comprende
una mezcla de esporas de Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium y Bacillus amyloliquefaciens
con un azUcar prebiético.

Un segundo aspecto de la invencion se refiere a una combinacién de una mezcla de esporas de Bacillus subtilis,
Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium y Bacillus amyloliquefaciens con un azucar prebiético para usar en la
prevencion o el tratamiento de infecciones de la piel o un tejido sano o dafiado.

En realizaciones particulares de la composicién o el uso de la combinacién, se encapsula en microcapsulas una
parte de las esporas bacterianas anteriormente mencionadas y/o se encapsula una parte del aztcar anteriormente
mencionado.

En realizaciones particulares de la composiciéon o el uso de la combinacion, el azicar prebidtico es inulina.

En realizaciones particulares de la composicién o el uso de la combinacién, la mezcla de esporas bacterianas
anteriormente mencionada se presenta en una concentracion de 1 x 108 a 1 x 10° ufc por gramo de la formulacion.

En realizaciones particulares de la composicién o el uso de la combinacion, el azlcar prebidtico anteriormente
mencionado se presenta en una concentracion de 100 mg a 100 g por kg de la formulacion.

En realizaciones particulares de la composicion o el uso de la combinacién, las microcapsulas comprenden una
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cubierta fragil rellena de una disolucién no acuosa y esporas bacterianas, y pueden, por ejemplo, tener un diametro
de 1a 300 um.

La preparacion simbiotica de la invencion es adecuada tanto para uso humano como para uso veterinario.

Dependiendo del tipo de tratamiento y de la parte del cuerpo en cuestion, la composicion se puede formular como un
liquido, emulsién, crema, pomada, locién, gel, aceite, disolucién, pulverizador en aerosol, polvo, o una formulacion
semi-solida.

Descripcion detallada de la invencion

La invencion describe un método para el tratamiento tépico de un tejido y piel humana y animal con una mezcla
especifica de esporas de Bacillus y un prebidtico en la forma de una preparacion, concentrada opcionalmente en
microcapsulas para determinadas aplicaciones.

La preparacion se caracteriza por la presencia de esporas de Bacillus libre, prebioticos, y opcionalmente
microcapsulas de liberacion lenta (segun la Patente US 20120076864), y también se pueden incluir esporas de
Bacillus y prebidticos. Esta preparacion puede ser un liquido.

Un simbidtico en el contexto de la presente invencion se refiere a una combinacion de un probidtico y un prebidtico.

Un probidtico en el contexto de la invencion se refiere a esporas de especies de Bacillus o a una mezcla de esporas
de diferentes spp de Bacillus., normalmente una mezcla de esporas de Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis,
Bacillus megaterium y Bacillus amyloliquefaciens.

En realizaciones especificas, esta mezcla se compone solamente de esporas de Bacillus subtilis, Bacillus
licheniformis, Bacillus megaterium y Bacillus amyloliquefaciens.

En otras realizaciones, pueden estar presentes otras spp. de Bacillus. En una realizacién especifica, dicha otra spp.
de Bacillus, no es Bacillus coagulans.

Una mezcla de los cuatro tipos de Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium y Bacillus
amyloliquefaciens normalmente contiene aproximadamente cantidades iguales de cada uno de los cuatro tipos (del
20 al 30%, con un total del 100% para los cuatro tipos). En algunas realizaciones, esto puede diferir, con al menos el
10% de cada uno de los cuatro tipos o puede presentarse también del 20 al 30% de los mismos, con un total del
100% para los cuatro tipos.

Las esporas deberian distribuirse proporcionalmente en una concentracién de 1 x 10% a 1 x 10° por gramo de la
preparacion. En la germinacion, estas esporas producen un nimero de enzimas [Boland et al. (2000) Microbiology
146: 57-64] que ejercen actividad antimicrobiana en determinados componentes de la pared celular o de
microorganismos dafiinos sobre la piel o una herida. La transformacién de las esporas a células vegetativas da como
resultado una absorcién de humedad desde los tejidos circundantes al que se aplica esta preparacion [Knudsen et
al. (2015) J. Bacteriol. 19;198(1): 168-77]. Esta absorciéon de humedad disminuye el contenido de la humedad
absoluta del tejido, ejerciendo, por tanto, una accién inhibitoria sobre otros microorganismos, particularmente
hongos. Las células vegetativas de Bacillus producen una variedad de enzimas extracelulares sobre y en el tejido o
herida que reduce la cantidad de nutrientes organicos en la piel y en el tejido o herida [Priest (1977) Bacteriol. Rev.
41(3): 711-53]. Esta reduccion ejerce una accion inhibitoria sobre otros microorganismos a través del agotamiento de
nutrientes y el concepto general de exclusiéon competitiva [Ragione et al. (2003) Vet. Microbiol. 94(3): 245-56].
Ademas, las distintas células de Bacillus producen un nimero de compuestos extracelulares que ejercen una accion
inhibitoria a través de la percepcion de cuérum o autoinduccion (en inglés, quorum sensing) y del quorum quenching
[Boguslawski et al. (2015) Mol. Microbiol. 96(2): 325-48] sobre otros muchos microorganismos (potencialmente
dafinos) en la piel y en el tejido o herida. Las células vegetativas de Bacillus producen bacteriocinas [Abriouel et al.
(2010) FEMS Microbiol Rev. 35(1): 201-32], que tienen una accion inhibitoria sobre otros microorganismos de la piel
o en el tejido o la herida. La invencion emplea Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium y Bacillus
amyloliquefaciens ya que la combinacién de los mismos produce la mas amplia variedad posible de bacteriocinas,
mas especificamente 1,1, 1,2 y 1,3 subclases de Bacillus subtilis, 1,3 subclases y 2,3 para Bacillus licheniformis, 1,4
subclases para Bacillus amyloliquefaciens y 3 clases para Bacilllus megaterium. Por otra parte, la variedad de
diferentes especies de Bacillus en la preparacion proporciona la maxima distribucion a lo largo del tiempo (diferencia
en la velocidad de germinaciéon) y la maxima diversidad de enzimas extracelulares y de otros compuestos
producidos (tales como bacteriocinas y moléculas y receptores quorum sensing).

Prebidtico en el contexto de la presente invencion se refiere a un azicar de cadena corta (normalmente de 3-9
unidades de monosacaridos), y mas especificamente a uno o mas galacto-oligosacaridos y/o fructo-oligosacaridos,
tales como inulina. Estos azlcares prebiéticos tienen un efecto doble. Por un lado, sirven como iniciadores para las
bacterias probidticas presentes en la preparaciéon para que éstas germinen mas rapidamente y sobrevivan mas
tiempo tomando los azucares prebidticos. Por otro lado, los azlcares prebiéticos proporcionan en la piel o en el
tejido la estimulacion de bacterias beneficiosas ya presentes, tales como bacterias del acido lactico [Al-Ghazzewi et
al. (2014) Benef. Microbes. 5(2): 99-107].
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Microcapsulas en el contexto de la invencion son particulas que contienen un prebiodtico y/o un probidtico. Las
capsulas per sé se describen en la Patente US 20120076864, y se pueden afiadir opcionalmente en la preparacion
para proporcionar una estabilidad/vida util a mas largo plazo, y para retrasar la liberacion de los probidticos y
prebidticos en la piel o en el tejido o en la herida después de que los probidticos y los prebidticos libres de la
preparacion hayan ejercido ya su efecto. Estos resultados en la persistencia de la actividad de la preparacion
durante hasta 6 semanas, proporciona que se presente la friccion suficiente. Si la preparacion se aplica sobre la piel,
un tejido, o una herida que se cubre después con un molde de escayola sdlida, la presencia de las microcapsulas
asegura de una manera establecida que la preparacién ejerza una acciéon mas prolongada. En casos donde no sea
posible el tratamiento frecuente de la piel, tejido, o herida, es ventajoso incluir las microcapsulas en la preparacion.
Las microcapsulas normalmente se componen de una cubierta fragil que comprende un liquido que contiene las
esporas. La capa externa de esta cubierta puede contener grupos reactivos funcionales para la unién quimica, por
ejemplo, a celulosa u a otros componentes de apdsitos, y similares. El liquido en las capsulas es normalmente no
acuoso, y mas especificamente, es inmiscible con agua (por ejemplo, un aceite organico, un aceite de silicona, un
fluorocarbono, o mezclas de los mismos). Por ejemplo, la cubierta se compone de una capa polimérica, tal como un
polimero de gelatina, poliuretano, poliolefinas, poliamidas, poliésteres, polisacaridos, resinas de silicona, resinas
epoxi, chitosan y resinas aminoplasticas, tal como una resina de melanina formaldehido. Las microcapsulas son
normalmente de 1 a 300 um de diametro. La proporcién de peso de la cubierta con el liquido contenido en la misma
es normalmente de 1:500 a 1:5000.

La invencién describe métodos para el tratamiento de la piel, tejido y heridas de seres humanos y de animales con
una composicién que comprende bacterias formadoras de esporas no patogénicas y azucares prebidticos,
opcionalmente con microcapsulas adicionales (que contienen estas bacterias formadoras de esporas no patégenas
y/o azlcares prebidticos).

Esta composicion se puede formular, por ejemplo, como un liquido, emulsién, crema, pomada, locién, gel, aceite,
disolucioén, pulverizador en aerosol, polvo, o una formulacion semi-sélida. Ejemplos de bacterias formadoras de
esporas no patégenas incluyen Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium y Bacillus
amyloliquefaciens y opcionalmente Bacillus polymyxa.

En realizaciones tipicas, la concentracion de estas bacterias formadoras de esporas no patdégenas en la preparacion
es de 1 x 10% a 1 x10'° esporas por gramo de la preparacion, expresado como ufc (unidades formadoras de
colonias). Este valor se refiere al niUmero total de ufc de las 4 especies anteriores juntas (B. subtilis, B. licheniformis,
B. megaterium 'y B. amyloliquefaciens).

En realizaciones tipicas, los azlcares prebidticos son compuestos azucarados pertenecientes al grupo de los
oligosacaridos, tal como los fructo-oligosacaridos y los galacto-oligosacaridos.

En realizaciones tipicas, la concentracion de los azucares prebidticos en la formulacion es de 0,5 mg a 100 g por kg
de la preparacion.

Las microcapsulas comprenden normalmente una cubierta polimérica que se abre debido a la friccion y libera los
contenidos de la capsula, y normalmente se contienen en concentraciones de 100 mg a 100 g por kg de la
preparacion.

Las bacterias y los azucares prebidticos se pueden presentar juntos o separados en una microcapsula. Las
microcapsulas se pueden proporcionar también para que contengan cepas de bacterias individuales.

En la formulacion, hasta el 10%, 20%, 30%, 50%, 6 75% de los prebidticos y/o probidticos se pueden encapsular en
las microcapsulas.

Las microcapsulas se pueden dispersar en una composicion liquida o viscosa. Se proporcionan también
formulaciones en las que las capsulas se unen a un vehiculo (un parche, vendaje, tirita o similar).

El tratamiento puede consistir del lavado, pulverizaciéon, o aplicacion, sobre la piel, tejidos o heridas de seres
humanos o animales.

El tratamiento se emplea para retrasar o prevenir el crecimiento sobre la piel, un tejido, o en heridas, de bacterias,
virus, levaduras, hongos, o virus, y pueden, por lo tanto, aplicarse para prevenir o combatir infecciones microbianas
de la piel, tejidos, o heridas en seres humanos o animales.

Las bacterias formadoras de esporas no patdgenas pueden ejercer una accion inhibitoria sobre otros
microorganismos antes, durante y después de la germinacion, por ejemplo, mediante la reduccion de la humedad,
agotamiento de compuestos organicos y produccion de bacteriocinas o moléculas sefial del quorum sensing.

La invencion se puede aplicar sobre la piel sana para prevenir y combatir la colonizacion y la posible infeccion de
bacterias y otros microorganismos patégenos (tal como el acné).

La invencion se puede aplicar también para heridas, que incluyen tanto heridas desinfectadas para prevenir
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infecciones y heridas infectadas para combatir infecciones o inhibir el crecimiento de bacterias y otros
microorganismos patégenos.

Los azucares prebidticos pueden tener también una accion estimulante sobre el crecimiento y la actividad de
microorganismos no patégenos ya presentes en la piel, tal como Actinobacteria, Firmicutes, Proteobacteria y
Bacteroidetes, asi como hongos.

Ejemplos
Ejemplo 1. Composicion de una preparacion
Un ejemplo de una preparacion de la invencion contiene las siguientes cantidades por gramo:

- 1 x 10° esporas de cada una de las siguientes especies: Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus
megaterium 'y Bacillus amyloliquefaciens.

- 10 mg de inulina

5 mg de galacto-oligosacaridos
- 10 mg de microcapsulas

Ejemplo 2. Formulaciéon de una pomada cutanea basada en la preparacion

Agua 89,050%
Glicerol 4,000%
Triglicérido caprilico/caprico 4,000%
Poliacrilato sédico, etilhexil estearato, Trideceth-6 1,000%
Cultivo bacteriano, no patégeno 1,000%
Fenoxietanol 0,450%
Inulina 0,100%
Galacto-oligosacarido 0,050%
Etilhexil glicerol 0,050%
Fragancia 0,300%

[todas las concentraciones indican porcentaje en peso]

La formulacion anterior se ha aplicado sobre la piel sana de 20 voluntarios por grupo durante 24 horas. Ninguno de
ellos mostro signos de irritacion (presencia de edema o de eritema en la piel).

La formulacién se aplica para varios tipos de piel, tejidos, o heridas intactos y dafiados. La morfologia de la piel, del
tejido, o de la herida se evalla visualmente a intervalos regulares, y la formulacién aplicada se examina para el
crecimiento de Bacillus spp. de la formulacion y la presencia de bacterias patdgenas. Esto se puede llevar a cabo,
por ejemplo, por medios clasicos de caracterizacion y crecimiento de bacterias, o mediante amplificacion por PCR
con cebadores especificos seguido de la electroforesis en gel con gradiente de desnaturalizacién (DGGE, de sus
siglas en inglés).
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REIVINDICACIONES

1. Composicion para uso dermatolégico o cosmético, que comprende una mezcla de esporas de Bacillus subtilis,
Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium y Bacillus amyloliquefaciens con un azucar prebidtico.

2. Combinacion de:

-una mezcla de esporas de Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium vy Bacillus
amyloliquefaciens con

-un azucar prebiodtico
para usar en la prevencion o el tratamiento de infecciones de la piel o un tejido sano o dafiado.

3. La composicion segun la reivindicacion 1, o combinacion para usar en la prevencion y el tratamiento de la piel o
un tejido intacto o dafiado segun la reivindicacion 2, en donde una porcién de las esporas bacterianas anteriormente
mencionadas y una porcioén del azdcar anteriormente mencionado se encapsulan en microcapsulas.

4. La composicion segun cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 3, o combinacién para usar en la prevencion
y el tratamiento de la piel o un tejido intacto o dafiado segun las reivindicaciones 2 6 3, en donde el azlcar prebidtico
es inulina.

5. La composicion segun las reivindicaciones 1, 3, 6 4, o combinacion para usar en la prevencion y el tratamiento de
la piel o un tejido intacto dafiado segun las reivindicaciones de la 2 a la 4, en una formulacidon en donde la mezcla
anteriormente mencionada de esporas bacterianas se presenta en una concentracion de 1 x 10% a 1 x 10° ufc por
gramo de la formulacion.

6. La composicion segun las reivindicaciones de la 1 6 3 a la 5, o combinacion para usar en la prevencion y el
tratamiento de la piel o un tejido intacto o dafiado segun las reivindicaciones de la 2 a la 5, en una formulacion en
donde el azucar prebidtico anteriormente mencionado se presenta en una concentracion de 100 mg a 100 g por kg
de la formulacién.

7. La composicion segun las reivindicaciones de la 3 a la 6, o combinacidon para usar en la prevencion y el
tratamiento de la piel o un tejido intacto o dafiado segun las reivindicaciones de la 3 a la 6, en donde la microcapsula
comprende una cubierta fragil rellena con una disolucién no acuosa y esporas bacterianas.

8. La composicion segun la reivindicacion 7, o combinacién para usar en la prevencion y el tratamiento de la piel o
un tejido intacto o dafiado segun la reivindicacion 7, en donde el diametro de las microcapsulas es de 1 a 300 ym.

9. Combinacién para usar en la prevencion y el tratamiento de la piel o un tejido intacto o dafado segun cualquiera
de las reivindicaciones de la 2 a la 8 para uso veterinario.

10. La composicidon segun una de las reivindicaciones 1 6 3 a la 9, o combinacion para usar en la prevencion vy el
tratamiento de la piel o un tejido intacto o dafiado segun las reivindicaciones de la 2 a la 9, formulada como un
liquido, emulsién, crema, pomada, locién, gel, aceite, disolucién, pulverizador en aerosol, polvo, o una formulacion
semi-solida.
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