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DESCRIPCION
Fraccion parietal del Propionibacterium granulosum que tiene acciéon inmunomoduladora
Campo técnico

La presente invencion se relaciona en términos generales con una fraccion parietal de Propionibacterium granulosum,
obtenida por deslipidacion y trituracion controlada de la cepa DSM20458.

Estado de la técnica

Es bien sabido que la administracion de algunas bacterias puede estimular la respuesta inmune de un cuerpo. Sin
embargo, la administracion de un microorganismo completo provoca efectos secundarios que impiden su uso.

A lo largo del tiempo se ha observado que las fracciones bacterianas, generalmente de tipo parietal insoluble,
derivadas de algunos microorganismos, tales como, por ejemplo, micobacterias y corinebacterias, son capaces de
estimular el sistema inmunitario, pero sin generar efectos secundarios dafiinos, como los que se pueden encontrar
cuando se administra la bacteria completa (ver, por ejemplo, Tian XX et al. Anticancer Res 1999, 237-243; Werner et
al. Biomedicine 1975, 440-452).

Es conocido en particular el aislamiento de fracciones insolubles de Corynebacterium granulosum; estas realizan una
serie de acciones sobre diferentes comportamientos del sistema inmunitario, tal como, inter alia, aumentar la respuesta
de anticuerpos en sujetos inmunodeprimidos, aumentar la produccion de citoquinas y ejercer una accién antitumoral
en tumores injertados. Dichas fracciones se pueden obtener mediante deslipidacion y trituracion mecanica de las
bacterias iniciales, como se ilustra, por ejemplo, por Bizzini et al. En el Asian Pacific Journal of Allergy and Immunology,
Vol.2, No1, 1984, pp 144-153. También se han aislado otras fracciones que se originan a partir de diferentes cepas
bacterianas (ver, por ejemplo, T. Metianu et al. FR80.08976 e 1T20658), pero, en cualquier caso, la mayoria de este
tipo de fracciones han demostrado ser agentes inmunomoduladores efectivos capaces de activar una respuesta de
anticuerpos solo si se formula y se administra parenteralmente.

También existen formulaciones conocidas que comprenden fracciones parietales insolubles funcionalizadas o
bioprotegidas adecuadamente capaces de actuar como agentes inmunomoduladores también cuando se administran
por via oral (véase, por ejemplo, IT22693). Sin embargo, este tipo de fracciones requiere modificaciones estructurales
que generalmente se llevan a cabo al final de la etapa de trituracion.

Por ejemplo, el documento TV2005A000026 describe la funcionalizacion, con quitosano, de una fraccion parietal
insoluble de Propionibacterium acnes obtenida de la cepa ATCC11827 con el fin de obtener un agente bioprotegido
que tiene actividad inmunomoduladora.

Por lo tanto, sigue existiendo la necesidad de encontrar una fraccién bacteriana parietal inmunomoduladora no
especifica que pueda realizar su accién incluso sin funcionalizaciones y/o bioprotecciones particulares (por ejemplo,
formando complejos con un portador), y es aplicable tdpicamente, por ejemplo, en forma de una crema, pomada o gel.

Los solicitantes han encontrado ahora que es posible obtener una fraccion parietal dotada de una alta actividad
inmunomoduladora y que tiene un efecto inhibidor sobre los sintomas asociados con trastornos por deslipidacion y
trituracion controlada de cepas DSM20458 de Propionibacterium granulosum. La fraccién parietal libre asi obtenida se
puede usar en la preparacion de un medicamento para uso tépico dotado de un alto poder inmunoestimulante y un
efecto inhibitorio sobre los sintomas de una amplia gama de patologias.

Objetivo de la invencion

La presente invencion se define por las reivindicaciones. Un primer aspecto de la presente invencion se refiere a una
fraccion parietal obtenida por deslipidacion y trituracion de la cepa de Propionibacterium granulosum DSM20458 en
donde la deslipidacion se realiza tratando bacterias inactivadas con una mezcla alcohdlica durante 8-10 horas y la
trituracion se lleva a cabo mediante sonicacion o preferiblemente por agitacion a velocidades de entre 3.000 y 5.000
rpm.

Un segundo aspecto de la presente invencion se refiere a una composicién farmacéutica que comprende dicha fraccion
parietal y un portador o un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Preferiblemente, la fraccion parietal esta en una mezcla con acido hialurénico y/o policarbdfilo.

De acuerdo con una realizacion preferida de la invencién, la composiciéon se formula como unglientos, pomadas,
cremas, lociones, espumas y preferiblemente geles.
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Un aspecto adicional de la presente invencion se refiere a la fraccion parietal o la composicion farmacéutica para uso
como un agente inmunomodulador y/o para reducir la picazén y/o ardor, preferiblemente en el tratamiento de
alteraciones de la piel, preferiblemente seleccionadas entre dermatosis, queratosis actinica, acné y quemaduras
solares.

Un aspecto adicional de la presente invencion se refiere a la fraccion parietal o la composicion farmacéutica para uso
en el tratamiento de vulvovaginitis fungica o bacteriana.

Un aspecto adicional de la presente invencion se refiere a la fraccion parietal o la composicion farmacéutica para uso
en el tratamiento de infecciones virales, preferiblemente causadas por herpes simple o zoster, o virus del papiloma
humano.

Preferiblemente, la fraccion parietal o la composicion farmacéutica es para administracion topica.

Un aspecto adicional de la presente invencion se refiere a un proceso para preparar la fraccion parietal que comprende
una etapa de deslipidacién y posterior trituracion de la cepa de Propionibacterium granulosum DSM20458, en donde
la deslipidacion se realiza tratando bacterias inactivadas con una mezcla alcohélica durante 8-10 horas y la trituracion
se lleva a cabo por sonicacion o preferiblemente por agitacion a velocidades de entre 3.000 y 5.000 rpm.

Breve descripcién de los dibujos

Figura 1: actividad fagocitica de las diversas fracciones parietales, con referencia al ejemplo 2, en donde: 1. es la
fraccion parietal de P. granulosum de la invencion; 2. es la fraccion parietal de P. granulosum complejada con
quitosano; 3. es la fraccion 7BVP; y 4. es la fraccion 7BVP complejada con quitosano.

Figura 2: efecto de las fracciones 1-4 sobre la actividad destructora de los macréfagos.
Descripcion detallada de realizaciones preferidas de la invencion

Las bacterias iniciales de la invencion, Propionibacterium granulosum (que pertenecen a las colecciones DSM y que
tienen el numero 20458), se caracterizan porque: tienen forma de baston, son anaerobias, no pirogénicas y Gram
positivas, producen colonias lisas en placas de agar, no producen indol, no reducen los nitratos, no generan HzS,
producen catalisis y fermentan glucosa, pero no manitol o lactosa. Dicha cepa se puede obtener de Leibniz Institute
DSMZ.

La fraccion parietal de la presente invencién muestra una alta actividad inmunomoduladora y/o inhibidora de los
sintomas también si se aplica tépicamente, sin que sea necesario realizar modificaciones estructurales adicionales o
biofuncionalizaciones, como, por ejemplo, la conjugacion a un portador, segun se requiere en la técnica anterior para
fracciones parietales obtenidas con métodos similares. De hecho, los solicitantes han notado que la fraccion de la
invencion, obtenida por deslipidacién y ftrituracion controlada de la cepa DSM20458, puede formularse
convenientemente en una composicion para aplicacion tépica directamente al final de la etapa de trituracion como se
describe con detalle a continuacién. Las pruebas clinicas realizadas por el solicitante e incluidas en la parte
experimental del presente documento han demostrado el hecho de que la fraccidn parietal de la invencién muestra un
efecto terapéutico local, combinado con una mejora sorprendente de los sintomas, en particular la picazén y las
irritaciones de la piel en general. La presente fraccidon es capaz de realizar su funcién gracias también al hecho de que
no es absorbida sustancialmente por la piel, lo que le permite exhibir una mayor accién local y una alta inhibicién de
los sintomas.

En el ejemplo 2, en particular, la actividad inmunoestimulante de los siguientes compuestos se compara mediante una
prueba de fagocitosis: fraccion parietal de la invencion, fraccion parietal de la invencién conjugada con un portador,
fraccion parietal 7BVP y fraccion parietal 7BVP conjugada con un portador. De la prueba se puede observar que la
fraccion de la invencién utilizada como tal demuestra tener el mayor efecto inmunoestimulante. Se deduce que la
ventaja decisiva de la nueva fraccion radica no solo en su mayor actividad, sino también en el hecho de que no requiere
formacion de complejos con un portador, con el riesgo de inducir modificaciones estructurales.

Se verificé ademas (usando el Sistema de Reactivo de Griess) que la fraccion de la invencién es capaz de mejorar la
capacidad de destruccion de los macréfagos mediante un aumento en la produccion de NO2, como se indica, por
ejemplo, en la figura 2.

Gracias a la alta actividad de la presente fraccion parietal libre, es posible producir preparaciones farmacéuticas, por
ejemplo, en forma de gel, para uso topico, en una dosificacion baja y que contienen pequefias cantidades del
ingrediente activo.

Como se menciond anteriormente, la fraccion parietal de Propionibacterium granulosum de la invencién, que tiene
actividad inmunomoduladora, se obtiene a través de un proceso que comprende la deslipidacion vy trituracion
controlada de la cepa DSM20458.
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Los solicitantes han notado que, dependiendo de las condiciones experimentales utilizadas, es posible optimizar la
actividad inmunomoduladora de la fraccién obtenida. En cualquier caso, es preferible llevar a cabo dichas etapas bajo
condiciones controladas, sobre todo en lo que se refiere a la trituraciéon, para obtener una fraccién formada por la
asociacion de una glicoproteina con un peptidoglicano parietal y que tenga una actividad de estimulacién del sistema
reticuloendotelial.

A este respecto y de acuerdo con una realizacion preferida, la deslipidacion se realiza tratando bacterias muertas
inactivadas de Propionibacterium granulosum DSM20458 con una mezcla alcohdlica, preferiblemente éter:etanol,
incluso mas preferiblemente en una proporcion 1:1, por un tiempo comprendido entre aproximadamente 8 y 10 horas.
Al final del tratamiento, las bacterias se tratan con cloroformo y se resuspenden en una mezcla de cloroformo:metanol,
preferiblemente en una proporciéon de 2:1. Las etapas preliminares para inactivar y matar las bacterias se pueden
llevar a cabo utilizando métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, calentando y/o tratando con formaldehido.

La deslipidacién es particularmente util para favorecer la exposicion de los sitios involucrados en la actividad. Al final
de la deslipidacion, las bacterias se someten tipicamente a un proceso de secado, por ejemplo, por exposicién al aire,
y luego se someten a la etapa de trituracion controlada.

A este respecto, la trituracion puede tener lugar por sonicacion o, preferiblemente, por agitacion a baja velocidad. Las
velocidades de agitacion preferidas estan comprendidas entre 3.000 y 5.000 rpm, mas preferiblemente entre 3.000 y
3.500 rpm.

Quinientos mg de bacterias se suspenden en 20 ml de agua en un recipiente adecuado. La suspension se hace enfriar
sumergiendo el recipiente en un bafio de hielo. Seguido de trituracion, con 3 o 4 ciclos de uno o dos minutos. Entre un
ciclo de trituracion y otro, permitiendo que la suspension se enfrie. Las paredes trituradas asi obtenidas se recogen
por centrifugacion y las sales se eliminan por dialisis contra agua. El rendimiento final de las fracciones obtenidas esta
comprendido entre aproximadamente el 5 y el 15% del peso seco de las bacterias iniciales. El rendimiento maximo
obtenible es igual al 20%.

Cabe sefialar que la fraccion parietal libre obtenida al final del proceso de la invencidon mantiene sustancialmente las
propiedades inmunomoduladoras de la cepa bacteriana original sin cambios, al tiempo que garantiza las ventajas
asociadas con el uso de una fraccién bacteriana (en comparaciéon con un microorganismo completo no tratado), tal
como, por ejemplo, la ausencia de efectos secundarios, por ejemplo, la ausencia de un efecto pirogénico. Ademas, la
fraccion asi obtenida puede usarse directamente por via tdpica sin la necesidad de funcionalizaciones adicionales o
bioprotecciones (es decir, en forma libre), por ejemplo, modificaciones con quitosano o similares.

En un aspecto adicional, la invencién se relaciona con una preparacién farmacéutica que comprende la fraccion
parietal descrita anteriormente en una mezcla con al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable,
preferiblemente para aplicacion topica. Ejemplos de preparaciones farmacéuticas de la invencion son: unguentos,
pomadas, cremas, lociones, espumas y preferiblemente geles.

Ejemplos de excipientes farmacéuticamente aceptables son emolientes, agentes gelificantes y similares, usados
tipicamente en el campo farmacéutico.

Ejemplos preferidos de excipientes usados en la preparacion farmacéutica de la invencion son el agente humectante
acido hialurénico y/o el agente formador de pelicula/agente humectante policarbdfilo.

A modo de ejemplo, la preparacién farmacéutica en forma de gel de la invencidn se puede preparar mezclando una
suspensién acuosa de la fraccion de la invencion como se describe anteriormente, con un agente gelificante adecuado,
por ejemplo, seleccionado entre: pectina, goma arabiga, colapez, tragacanto, derivados de celulosa y similares.

Preferiblemente, la preparacion farmacéutica de la invencion contiene la fraccion parietal en una cantidad de entre
0,001 y 0,01% p/p (entendido como el peso del ingrediente activo en relacion con el peso total), preferiblemente entre
0,001% y 0,005% p/p.

La presente fraccion parietal, o la composicién farmacéutica asociada, es particularmente utii como agente
inmunomodulador en el tratamiento de vulvovaginitis de origen fungico (por ejemplo, causada por Candida) y/o de
origen bacteriano, por ejemplo, causada por Gardnerella, en el tratamiento de infecciones virales causadas por HPV,
herpes simple o zoster, 0 mas en general, en el tratamiento tépico de alteraciones de la piel como dermatitis, queratosis
actinica, infecciones y/o lesiones causadas por HPV, acné, quemaduras solares y similares. La presente fraccion
también es util como agente antitumoral.

Se prefiere particularmente su uso en el tratamiento tdpico de la vulvovaginitis fingica y/o bacteriana o el tratamiento
de la queratosis o infecciones actinicas y/o lesiones causadas por/asociadas con el HPV (virus del papiloma humano).

Gracias a su facilidad de uso y su persistencia local duradera, la accion inmunomoduladora de la presente fraccion, o
la composicién farmacéutica asociada, es particularmente apreciable, junto con una accion de inhibiciéon de sintomas
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que ya es efectiva solo unos minutos después de la aplicacion local, tipicamente en reducir drasticamente la sensacion
de picazon.

La invencion se describira ahora en la siguiente parte experimental a modo de ilustracion y por lo tanto, no a modo de
limitacion.

Parte experimental
Ejemplo 1

Proceso para preparar la fraccion parietal inmunomoduladora de la invencién, que se origina a partir de cepas de
Propionibacterium acnes y granulosum (ATCC51277 o DSM20458).

Las bacterias Propionibacterium acnes y granulosum ATCC51277 o DSM20458 se cultivan en un fermentador bajo
una anaerobiosis estricta en un medio adecuado y se recogen al final de la fase logaritmica de acuerdo con
procedimientos conocidos. Luego se inactivan por calentamiento durante 1 hora a 60 °C o por tratamiento con
formaldehido a una concentracion final de 0,1%. Las bacterias muertas se lavan con agua y se someten a deslipidacion
en un aparato Soxhlet por suspension de las bacterias en una mezcla de éter:etanol (1:1) durante aproximadamente
8 horas, y los tratamientos posteriores con cloroformo durante aproximadamente 8 horas y con una mezcla de
cloroformo:metanol (2:1) durante aproximadamente 8 horas mas.

Las bacterias secadas al aire se recogen y se resuspenden en agua, en proporciones de 500 mg de bacterias en 20
ml de agua. La suspension se enfria con hielo y posteriormente se tritura con 3 o 4 ciclos Ultra-Turrax a una velocidad
de entre 3.000 y 3.500 rpm.

Las paredes trituradas asi obtenidas se recogen por centrifugacion y las sales se eliminan por didlisis contra agua. El
rendimiento final de las fracciones obtenidas es aproximadamente el 15% del peso seco de las bacterias iniciales.

Ejemplo 2 (comparativo)

Actividad de la fraccion parietal de la invencion obtenida de bacterias Propionibacterium granulosum de la cepa
DSM2058 para estimular la fagocitosis y la destruccion en macrofagos J774 en comparacion con la fraccion parietal
obtenida de bacterias Propionibacterium acnes de la cepa ATCC 11827 (fraccion 7BVP), fraccion 7BVP que
complejada con quitosano y la fraccion de la invencién que forma complejos con quitosano.

El porcentaje de aumento en la actividad fagocitica de los macréfagos J774 de la fraccion a la que se relaciona la
patente se comparé con: la fraccion de la patente que complejada con quitosano, la fraccién 7BVP y la fraccién 7BVP
que forma complejos con quitosano, que tienen respectivamente el nimero 1,2,3,4 en la figura 1.

De la figura se puede deducir claramente que no solo la fraccién en si misma es altamente activa, sino que su
formacion de complejos con quitosano en realidad reduce su actividad. EI comportamiento opuesto se observé para
la fraccion 3, cuya formacion de complejos con quitosano (fraccidn 4) en contraste llevd a un aumento en la actividad.

El mismo comportamiento ocurre con respecto a la induccién de la produccion de NO:2 por los macrofagos J774
después de la estimulacion con diferentes fracciones parietales, como tales o complejadas con quitosano, como se
muestra en la figura 2.

Ejemplo 3

Actividad inmunomoduladora de una composicion farmacéutica de la invencidon (gel) en el tratamiento de la
vulvovaginitis bacteriana o candidiasis

Después de la aplicacion vulvovaginal tépica de un gel que contiene 0,001% p/p de la fraccion parietal de la invencion
obtenida de Propionibacterium acnes y granulosum DSM20458 o ATCC51277, se observa una reduccién inmediata
en los sintomas asociados, como picazon y ardor. Estos sintomas desaparecen completamente después de
aproximadamente 5 dias de aplicaciones sucesivas. Se verifico ademas que la infeccién que inicialmente estaba
presente desaparecié después de aproximadamente 5-7 dias de tratamiento.

También se verificd que la aplicacién tépica del gel ejerce el mismo efecto sobre las infecciones por Candida que un
tratamiento con 150 mg de fluconazol administrado por via oral.

Se verific6 ademas que los sujetos que no responden a 150 mg de fluconazol responden, en contraste, al tratamiento
con el gel del ejemplo.

También se verificd que la aplicacion topica del gel ejerce el mismo efecto en las infecciones por Gardnerella que en
el tratamiento con crema vaginal de Clindamicina al 2%.
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Ejemplo 4

Actividad inmunomoduladora de una composicién farmacéutica de la invencion (gel) en el tratamiento del herpes
simple o zoster.

Se encontré que un gel que contiene 0,001% de la fraccion parietal de Propionibacterium acnes y granulosum de la
cepa DSM20458 o ATCC51277 es eficaz en el tratamiento del herpes simple y el herpes zoster.

En ambos casos, su efectividad se verificd en términos de desaparicion de los sintomas asociados, como picazon,
dolor e inflamacion, luego de la aplicacion topica del gel en las lesiones.

Ejemplo 5
Actividad inmunomoduladora de una composicién farmacéutica de la invencion (gel) en el tratamiento del acné juvenil.

Se encontré que un gel que contiene el 0,001% de la fraccidn parietal de la invencion es eficaz en el tratamiento del
acné juvenil. El tratamiento consiste en la aplicacion diaria del gel sobre toda la cara. Una regresion importante de
inflamacion y comedones ocurrié después de aproximadamente una semana de tratamiento.

Ejemplo 6 (comparativo)

Efecto de la presente fraccion parietal en la inhibiciéon de los sintomas en comparacién con una fraccion obtenida de
otra cepa bacteriana.

Se verificé que una preparacion para uso topico (gel) que contenia el 0,001% de la fraccion parietal de la patente es
activa para inhibir los sintomas asociados con las infecciones de candidiasis, como picazén y ardor, 5 minutos después
de la aplicacion. Este resultado no se obtuvo con una preparacion que contiene el 0,001% de la fraccion de 7BVP
complejada con quitosano, que demuestra ser eficaz para inhibir los sintomas solo después del tercer dia de
tratamiento.

Ejemplo 7

Cuarenta sujetos fueron incluidos en el estudio. Siete de ellos no se sometieron al segundo examen por razones
personales y no fueron encontrados durante el seguimiento. Los 33 sujetos restantes se sometieron a los examenes
previstos por el estudio. Los resultados reportados se refieren a los 33 sujetos que completaron el estudio.

En el segundo examen (2), ninguno de los 33 sujetos informd eventos adversos o intolerancia al tratamiento. Los 33
sujetos declararon que llevaron a cabo el tratamiento de acuerdo con las instrucciones recibidas e informaron la
puntuacion VAS diariamente durante el tratamiento y el producto no utilizado.

En base a un analisis del producto no utilizado, se calculé que los 33 sujetos habian llevado a cabo debidamente el
tratamiento de acuerdo con las instrucciones recibidas. Una evaluacion de cultivos a partir de frotis vaginales en el
primer examen (1) mostré que, en 27 de los sujetos incluidos en el estudio, los gérmenes anaerobios caracteristicos
de la vulvovaginitis estaban presentes en las secreciones vaginales, mientras que en los 6 restantes el cultivo fue
negativo. En todos los 33 casos, los sintomas vaginales y vulvares (picazén y ardor) disminuyeron significativamente
en el transcurso del tratamiento y la reduccion fue significativa a partir del tercer dia de tratamiento (Tabla 1), sin
ninguna diferencia significativa entre los sujetos que tuvieron un cultivo vaginal positivo (grupo A) o negativo (grupo B)
en el primer examen (Tabla 2).

El eritema y la leucorrea vulvar también se redujeron significativamente en el segundo examen en comparacion con
el primer examen (Tabla 1) y no hubo diferencias entre el grupo con un frotis vaginal positivo (grupo A) o negativo
(grupo B) en el primer examen (Tabla 2).

El grado de satisfaccion fue alto (6+0,4) (Tabla 1) y no fue significativamente diferente entre los sujetos con frotis
vaginales positivos o negativos en el primer examen (5,8+0,4 frente a 5,7+0,30; p>0,05).

En el segundo examen, el frotis vaginal fue negativo en 19 de los 27 sujetos que habian tenido un frotis vaginal positivo
en el primer examen y continué siendo negativo en los 6 sujetos que habian dado negativo anteriormente en el primer
examen.



Antes  del
tratamiento
Examen 1

Picazon 7,3+0,5

vulvar

(VAS)

Picazén 7,310,4

vaginal

(VAS)

Ardor 7,310,5

Vulvar

(VAS)

Ardor 7,2£0,4

Vaginal

(VAS)

Leucorrea 3,240,4

(Puntuacion

de 1a4)

Eritema 3,1£0,3

(puntuacion

de 1a4)

Satisfaccion

(puntaje de

1a6)

GRUPO A (27)
GRUPO B (6)
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Tabla |

1er dia de |2do dia de | 3er dia de 4to dia de 5to dia de |6todia

tratamiento |tratamiento |tratamiento |tratamiento |tratamiento

7,0+0,5 6,5£0,5 5,4+0,7* 4,5+0,7* 3,3+0,5*
7,110,4 6,610,5 5,3+0,7* 4,5+0,7* 3,310,5*
7,0+0,3 6,5+0,5 5,4+0,7* 4,5+0,7* 3,3+0,5*
7,010,3 6,610,5 5,4+10,7* 4,4+10,6* 3,3+10,6*
Tabla Il
Examen 1 Examen 2 NIVEL DE SIGNIFICACION

Picazén vulvar (VAS)

Picazén vaginal (VAS)
GRUPO A (27)
GRUPO B (6)

GRUPO A (27)
GRUPO B (6)

Ardor Vaginal (VAS)

GRUPO A (27)
GRUPO B (6)

GRUPO A (27)
GRUPO B (6)

GRUPO A (27)
GRUPO B (6)

7,310,5 2,5+0,5* p>0,05

7,320,5 2,3+0,5* p>0,05

7,2+0,4 2,5+0,5* p>0,05

7,320,5 2,3+0,5* p>0,05

Ardor Vulvar (VAS)

7,310,4 2,5+0,5* p>0,05
7,310,5 2,3+0,5* p>0,05
7,2+0,4 2,5+0,5* p>0,05
7,310,5 2,5+0,5* p>0,05

Leucorrea (puntuacion de 1 a 4)
3,2£0,4 1,840,6* p>0,05
3,120,4 1,5+0,5* p>0,05
Eritema (puntuacion de 1 a 4)
3,2+0,4 1,6+0,6* p>0,05
3,120,4 1,6+0,5* p>0,05

Examen 2

2,56+0,5*

2,5+0,5*

2,56+0,5*

2,5+0,5*

1,8+0,5*

1,6+0,6*

6,0+0,4
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Teniendo en cuenta los (6) sujetos con persistencia de un frotis negativo en el segundo examen mas los (19) con un
frotis negativo en el segundo examen, pero uno positivo en el primer examen (total de frotis negativos en el segundo
examen: 25) (grupo D), frente a los (8) con la persistencia de un frotis positivo en el segundo examen (grupo C), los
resultados obtenidos en los sintomas vulvovaginales se muestran en la Tabla 3.

Tabla Il
EXAMEN 1 EXAMEN 2 NIVEL DE SIGNIFICACION
Picazén vulvar (VAS)

GRUPO C (8) 7,310,5 2,2+0,4* p>0,05
GRUPO D (25) 7,310,4 2,5+0,5* p>0,05
Picazén vaginal (VAS)

GRUPO C (8) 7,310,5 2,3+0,4* p>0,05
GRUPO D (25) 7,210,4 2,5+0,5* p>0,05

Ardor Vulvar (VAS)

GRUPO C (8) 7,310,5 2,3+0,5* p>0,05
GRUPO D (25) 7,210,4 2,5+0,5* p>0,05
Ardor vaginal (VAS)

GRUPO C (8) 7,310,5 2,3+0,5* p>0,05
GRUPO D (25) 7,210,4 2,60,5* p>0,05

Leucorrea (Puntuacion de 1 a 4)
GRUPO C (8) 3,3+0,4 1,9+0,4* p>0,05
GRUPO D (25) 3,1+0,3 1,8+0,4* p>0,05
Eritema (puntuacion de 1 a 4)

GRUPO C (8) 3,410,5 1,6+0,7* p>0,05
GRUPO D (25) 3,1£0,3 1,6+0,5* p>0,05

No se observaron diferencias significativas en la reducciéon de los sintomas vulvovaginales, leucorrea o eritema entre
los dos grupos de sujetos (Tabla 3). El grado de satisfaccion también fue alto y no difirié entre los dos grupos con
resultados positivos o negativos para el frotis vaginal realizado en el segundo examen (5,6+0,5 frente a 5,8+0,4;
p>0,05). En el grupo de sujetos tratados con crema de clindamicina al 2% (grupo control), se reclutaron 40 mujeres y
se informo sobre la efectividad, tolerabilidad y satisfaccion con el tratamiento a través de una entrevista telefonica. Los
resultados, mostrados en la Tabla 4, resaltan una reduccion en los sintomas con puntuaciones que no difieren de las

15

de los sujetos tratados con la fraccion de la presente invencion.

Tabla IV
Antesdel | 4o jiade | 2dodiade | 3erdiade | 4todiade | Stodiade & O diade
tratamiento . . . . ) entrevista
tratamiento | tratamiento | tratamiento | tratamiento | tratamiento .
Examen 1 telefénica
Picazén
vulvar 7,4+0,6 7,0+0,6 6,8+0,4 5,8+0,7* 450x0.7* 3,81£0,5* 2,8+0,6*
(VAS)
Picazén
vaginal 7,310,8 7,1+0,7 6,8+0,6 6,0+0,8* 5,4+0.8* 3,6+0,6* 2,4+0,8*
(VAS)
Ardor
Vulvar 7,210,5 7,210,4 6,61£0,6 5,8+0,8* 4,3+0.8* 3,810,6* 2,610,6
(VAS)
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Antesdel | 4o jiade | 2dodiade | 3erdiade | 4todiade | Stodiade | o diade
tratamiento ) . . . ) entrevista
tratamiento | tratamiento | tratamiento | tratamiento | tratamiento .
Examen 1 telefénica
Ardor
vaginal 7,2+0,4 7,1+£0,4 6,8+0,6 5,7+0,7* 4,6+0.8* 3,6+0,7* 2,6+0,6*
(VAS)
Satisfaccion
(puntaje de 5,5+0,9

1a6)

Los resultados sugieren que la fraccion parietal de la presente invencién, cuando se administra localmente, es capaz
de activar el sistema inmunitario a nivel local y, por lo tanto, es eficaz para antagonizar el crecimiento de
microorganismos anaerobios responsables de la vulvovaginitis.

Con 5 dias de tratamiento, la activacion del sistema inmunitario a nivel de la mucosa sirvio para que el frotis vaginal
fuera negativo para los gérmenes anaerobios en el 70% de los casos. Esto se asocié con una reduccion significativa
de los sintomas locales, que antes del tratamiento mostré una puntuacion VAS de mas de 7. El hecho de que no todos
los sujetos informaron una desaparicion total de los sintomas probablemente esté relacionado con la variabilidad
individual; sin embargo, debe sefialarse que en todos los sujetos tratados se calculé una reduccion significativa de los
sintomas subjetivos y objetivos. Esto resultdé en un alto grado de satisfaccion entre los sujetos tratados. Esto surgié no
solo en sujetos en los que el frotis vaginal se volvié negativo, sino también en los sujetos restantes, en los que los
sintomas disminuyeron significativamente.

Ejemplo 8
Diez pacientes ambulatorios femeninos y masculinos de edades comprendidas entre los 18 y los 55 afios, con lesiones
de HPV evaluadas mediante una prueba de HPV_ADN, aplicaron la composicién de la presente invencion una vez al

dia sobre las lesiones durante 1 mes antes de someterse a la extirpacién quirdrgica de las lesiones en si.

Cinco pacientes tuvieron una regresion total de las lesiones dentro del mes de tratamiento y no se sometieron a un
procedimiento de extirpacion quirdrgica.

Tres pacientes tuvieron una regresion evidente de las lesiones y se trataron con extirpacion quirdrgica para eliminar
las lesiones residuales.

Dos pacientes no respondieron al tratamiento topico y se trataron con extirpacion quirdrgica.

Los resultados demostraron que la preparacion es capaz de eliminar y/o favorecer una reduccién en las lesiones
causadas por el HPV.
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REIVINDICACIONES

1. Una fraccion parietal obtenida por deslipidacion y trituracion de la cepa de Propionibacterium granulosum
DSM20458 en donde la deslipidacion se realiza tratando bacterias inactivadas con una mezcla alcohdlica durante 8-
10 horas y la trituracion se realiza por sonicacién o preferiblemente por agitacion a velocidades de entre 3.000 y 5.000
rpm.

2. Una composiciéon farmacéutica que comprende la fraccidon de la reivindicacion 1 y un portador o un excipiente
farmacéuticamente aceptable.

3. La composicion farmacéutica que comprende la fraccidon de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
precedentes, en una mezcla con &cido hialurénico y/o policarbdfilo.

4. La composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 2 o 3, formulada como ungtiientos, pomadas, cremas,
lociones, espumas y preferiblemente geles.

5. La fraccion parietal o la composicidon farmacéutica de acuerdo con las reivindicaciones precedentes para uso en
inmunomodulacion y/o para reducir la picazén y/o ardor.

6. La fraccién o la composicién farmacéutica para uso de acuerdo con la reivindicacion 5 en el tratamiento de
vulvovaginitis fungica o bacteriana.

7. La fraccion o la composicion farmacéutica para uso de acuerdo con la reivindicacién 5 en el tratamiento de
infecciones virales, preferiblemente causadas por herpes simple o zoster, o virus del papiloma humano.

8. La fraccién o la composicién farmacéutica para uso de acuerdo con la reivindicacion 5 en el tratamiento de
alteraciones de la piel, preferiblemente seleccionadas entre dermatosis, queratosis actinica, acné y quemaduras
solares.

9. La fraccion o la composicion farmacéutica para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5-8 para
administracion topica.

10. Un proceso para preparar la fraccion de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende la deslipidacion y la
posterior trituracion de la cepa de Propionibacterium granulosum DSM20458, en donde la deslipidacion se realiza
mediante el tratamiento de bacterias inactivadas con una mezcla alcohdlica durante 8-10 horas y la trituracion se
realiza por sonicacién o preferiblemente, por agitacion a velocidades de entre 3.000 y 5.000 rpm.
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