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DESCRIPCION
Levadura Saccharomyces cerevisiae para prevenir y/o tratar las micosis vaginales

La presente invencidn se refiere a un nuevo uso terapéutico de una levadura Saccharomyces cerevisiae, es decir a
un uso para la prevencion y/o el tratamiento de micosis vaginales.

Las micosis vaginales o vulvo-vaginales son provocadas principalmente por una infeccién por hongos patégenos,
mas frecuentemente Candida albicans, en la zona intima de las mujeres.

Las micosis vaginales se consideran actualmente un problema importante de salud publica y constituyen la segunda
causa de infeccién vaginal después de las vaginitis bacterianas.

Se estima que el 75% de las mujeres desarrollan en algiin momento una micosis vaginal. Alrededor del 50% de ellas
padeceran al menos 2 a 3 episodios de micosis vaginales durante su vida. Del 10 al 20% de las mujeres padecen
micosis vaginales recidivantes con una media de 4 episodios al afio.

En el afio 2000 se estimé en Estados Unidos que los costes médico-econémicos del tratamiento de esta patologia
eran del orden de mil millones de ddlares al afo.

Los tratamientos antimicéticos habitualmente usados hasta la fecha se basan en el uso de moléculas terapéuticas,
principalmente derivados azdlicos, tales como por ejemplo, fluconazol, ketoconazol, econazol, miconazol o
clotrimazol, administrados generalmente en forma de crema u 6vulo para ser introducidos en la vagina. En ciertos
casos, un tratamiento por via oral complementa el tratamiento por via local.

Sin embargo, uno de los principales problemas con este tipo de tratamiento es que, durante las micosis vaginales
recurrentes, el hongo patdgeno, en particular Candida albicans, puede desarrollar resistencia a los tratamientos
antimicoéticos existentes.

Otro problema en el uso de derivados azélicos para tratar las micosis es la sensacion de irritacién y escocedura en la
vulva.

Publicaciones recientes han mostrado que el uso de probiéticos (Lactobacillus rhamnosus GR-1 y Lactobacillus
reuteri RC14) asociados a la molécula de fluconazol permitia aumentar la eficacia del fluconazol en el tratamiento de
las micosis (Martinez et al., Letters in Applied Microbiology, 2009, (48)269-274).

Se recuerda que el efecto probidtico de una cepa dada, ya sea una cepa de bacteria 0 una cepa de levadura, es
especifico de esta cepa, y no del género ni de la especie considerada.

Ademas, se sabe que si las micosis vaginales son causadas principalmente por Candida albicans, se han descrito
casos de infecciones causadas por Saccharomyces cerevisiae (Savini et al., Mycopathologia, 2008, 166:47-50).

El documento BR 0 002 018 A describe el uso de Saccharomyces cerevisiae para el tratamiento de infecciones
vaginales causadas por microorganismos patégenos, tales como protozoos, hongos y/o bacterias. Mas
particularmente, la cepa utilizada es una cepa de Saccharomyces cerevisiae variedad boulardii.

Los objetos de la invencién se definen en las reivindicaciones. Todos los demas objetos se describen con fines
ilustrativos, y las indicaciones de que estos objetos constituirian la invencién, o cualquier indicacion similar, deben
entenderse en el contexto de la solicitud tal como se deposita, sin cambiar el alcance de proteccion de las
reivindicaciones.

Por tanto, uno de los objetivos de la presente invencion es proponer nuevos medicamentos o suplementos
nutricionales con un efecto sobre la salud destinado a la prevencion y/o al tratamiento de la micosis vaginal.

Otro objetivo de la invencion es proponer nuevos medicamentos o suplementos nutricionales con un efecto sobre la
salud destinado al tratamiento de la micosis que no presenten los inconvenientes mencionados anteriormente
relacionados con la toma de derivados azélicos (fendmeno de resistencia, efectos secundarios tales como irritacién,
ardor, ...), presentando mientras una eficacia al menos comparable a la de los tratamientos existentes.

Los presentes inventores han encontrado sorprendentemente que el uso de la cepa de Saccharomyces cerevisiae
depositada el 17 de octubre de 2007 en la CNCM (Collection Nationale de Cultures de Microorganismes, 25, rue du
Docteur Roux, 75724 Paris cedex 15, Francia) con el nimero 1-3856, permitié alcanzar estos objetivos.

Por tanto, la invencion se refiere a la cepa de Saccharomyces cerevisiae depositada por la sociedad solicitante en la
CNCM con el numero |-3856 para su uso en la prevencién y/o tratamiento de micosis vaginales, y mas
particularmente de las candidiasis vaginales.
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La cepa de Saccharomyces cerevisiae depositada con el niumero 1-3856 ha sido descrita previamente por la
sociedad solicitante en el documento WO 2009/103884. Esta cepa ha sido descrita méas particularmente para su uso
en la prevencién y/o el tratamiento de patologias, desérdenes o trastornos del intestino.

Sin embargo, el comportamiento de los hongos patégenos y de los probioticos frente a la mucosa intestinal no es
extrapolable al adoptado frente a la mucosa vaginal, siendo principalmente diferente el entorno de estas mucosas.

Que sepa la sociedad solicitante, es la primera vez que se describe que una cepa de Saccharomyces cerevisiae
tiene un efecto sobre la prevencion y/o el tratamiento de las micosis vaginales.

La expresion «cepa de levadura» se refiere a una poblacién relativamente homogénea de células de levadura.

Una cepa de levadura se obtiene por aislamiento de un clon, siendo un clon una poblacién de células obtenidas de
una sola célula de levadura.

Segun otro modo de realizacion, la presente invencion se refiere a la levadura Saccharomyces cerevisiae obtenida
por cultivo de la cepa de Saccharomyces cerevisiae depositada en la CNCM con el nimero [-3856, para su uso en la
prevencion y/o el tratamiento de micosis vaginales, y mas particularmente candidiasis vaginales.

La levadura utilizada segun la invencién se obtiene por cultivo de la cepa nimero 1-3856 en un medio de cultivo, por
ejemplo como esta descrito en el libro de referencia «Yeast Technology», 22 edicion, 1991, G. Reed y T.W.
Nagodawithana, publicado por Van Nostrand Reinhold, ISBN 0-442-31892-8.

La levadura usada segun la invencién se puede obtener por un procedimiento a escala industrial que comprende las
dos etapas siguientes:

- cultivo de una cepa de levadura en un medio de cultivo en varias etapas, primero semi-anaerobica, luego
aerobica,

- separacion por centrifugacion de la levadura asi producida de su medio de cultivo, para obtener una crema
de levadura liquida que contiene entre 12 y 25% de materia seca, o incluso una cantidad més elevada de materia
seca, en particular si la crema de levadura se mezcla con productos osmolitos.

En la presente invencion, se usaran indistintamente los términos «levadura obtenida por cultivo de la cepa
Saccharomyces cerevisiae depositada en la CNCM con el numero 1-3856», «levadura obtenida por cultivo de la cepa
I-3856» y «levadura Sc 1-3856», teniendo estos tres términos el mismo significado que el dado anteriormente.

Segun incluso otro modo de realizacién, la invencion se refiere a un derivado de levadura obtenido por cultivo de la
cepa Saccharomyces cerevisiae depositada en la CNCM con el nimero 1-3856, para su uso en la prevencion y/o
tratamiento de micosis vaginales, en particular candidiasis vaginales, eligiéndose dicho derivado entre la pared de
dicha levadura, los glucanos parietales de dicha levadura, las manoproteinas parietales de dicha levadura o sus
mezclas.

La pared de la levadura se refiere en general tanto a la pared como a la membrana plasmatica de la levadura.

Convencionalmente, la pared de la levadura se obtiene por un procedimiento que comprende una etapa de autdlisis
de la levadura seguida de una etapa de separacion de la fraccidn soluble de la fraccion insoluble, correspondiendo la
fraccion insoluble aislada a la pared de la levadura que luego se puede secar.

La presente descripcion tiene particularmente por objeto una pared de levadura Sc 1-3856, para su uso en la
prevencion y/o el tratamiento de micosis vaginales, a una dosis diaria de 1 mg a 10 g y preferiblemente de 100 mg a

1g9.

La presente descripcién tiene igualmente por objeto glucanos parietales de levadura Sc 1-3856, para su uso en la
prevencion y/o el tratamiento de micosis vaginales, a una dosis diaria de 0,25 mg a 2,5 g y preferiblemente de 25 mg
a 250 mg.

La presente descripcién tiene particularmente por objeto manoproteinas parietales de levadura Sc 1-3856, para su
uso en la prevencion y/o el tratamiento de micosis vaginales, a una dosis diaria de 0,1 mg a 1 g y preferiblemente de
10 mg a 100 mg.

Se entiende por «micosis vaginal» cualquier infeccion en la zona vaginal provocada por hongos.
El término «vaginal» se usa ampliamente y los términos «vaginal» y «vulvo-vaginal» son aqui sindnimos.

Se entiende por «candidiasis vaginal» un tipo particular de micosis vaginal provocada por hongos del género
Candida, como por ejemplo, los elegidos del grupo que comprende Candida albicans, Candida tropicalis, Candida
pseudotropicalis, Candida krusei, Candida glabratay sus mezclas.

La candidiasis vaginal se denomina igualmente vaginitis candidiasica.
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La presente invencion tiene igualmente asi por objeto una cepa tal como se ha definido anteriormente, una levadura
tal como se ha definido anteriormente o un derivado tal como se ha definido anteriormente, para su uso en la
prevencion y/o el tratamiento de las candidiasis vaginales, como por ejemplo las candidiasis provocadas por hongos
seleccionados del grupo que comprende Candida albicans, Candida tropicalis, Candida pseudotropicalis, Candida
krusei, Candida glabratay sus mezclas.

La levadura Sc 1-3856 se puede usar de manera preventiva en mujeres que presenten predisposiciones y/o una
sensibilidad a las micosis vaginales, principalmente a las candidiasis vaginales, o de manera curativa, por ejemplo,
durante episodios infecciosos.

Sin pretender vincularse a ninguna teoria, los presentes inventores son de la opinién que la administracién de una
levadura obtenida por cultivo de la cepa 1-3856 permite inhibir la multiplicacion de Candida en la vagina,
principalmente disminuyendo la adherencia de Candida a la mucosa vaginal. Ademas, las estructuras polisacaridicas
parietales, en particular los glucanos y los mananos, desempefian un papel en este modo de accion.

Segun un modo de realizacion ventajoso de la invencién, la levadura Sc I-3856 usada esté viva.
La levadura viva se presenta, por ejemplo, en forma de levadura fresca o en forma de una levadura seca.

La presente descripcién tiene principalmente por objeto la levadura Sc 1-3856 en forma de levadura seca o levadura
fresca, para su uso en la prevencion y/o el tratamiento de micosis vaginales, por ejemplo a una dosis diaria de 1.107
a1.10" UFC y preferiblemente de 1.10°a 1.10'° UFC.

Una levadura fresca se caracteriza por un alto contenido de agua.
Una levadura fresca se elige, por ejemplo, entre una levadura prensada y una levadura liquida.

Una levadura liquida segun la invencion, denominada igualmente «crema de levadura liquida» es una suspension
acuosa que comprende del 12% al 50% de materia seca de levadura, mas generalmente del 12% al 22% de materia
seca de levadura.

Una levadura prensada segun la invencion se obtiene por:

- filtracion de una crema de levadura liquida, generalmente por un filtro rotatorio a vacio, para obtener una
levadura fresca deshidratada que contenga del 26% al 37% de materia seca,

- amasado de dicha levadura fresca deshidratada y extrusion.
Una levadura prensada comprende de 26% a 37% de materia seca de levadura.
La levadura prensada puede ser desmenuzada o no.

Entre las levaduras secas, se pueden citar, por ejemplo, la levadura seca activa, la levadura seca instantanea y la
levadura de humedad intermedia congelada.

Una ventaja de una levadura seca es su larga vida util.

Una levadura seca activa o una levadura seca activa instantanea segun la invencién comprende una tasa de materia
seca de levadura superior al 90%, preferiblemente una tasa de materia seca comprendida entre 92% y 96%.

La levadura seca activa se obtiene por deshidratacién de la levadura prensada o liquida por la accién conjunta del
calor (a baja temperatura) y una actividad mecanica, lo que permite transformar un producto pastoso (levadura
prensada o liquida) en un producto seco, en forma de esférulas.

Por ejemplo, la levadura seca activa se obtiene por extrusion y secado en lecho fluidizado de una levadura prensada
o de una levadura liquida.

La levadura seca activa se presenta en forma de esférulas cuyo diametro esta comprendido generalmente entre 0,1
umy 2,5 mm.

La levadura seca instantanea se obtiene por deshidratacion de la levadura prensada o liquida por la accion de un
gradiente de aire caliente que permite transformar un producto pastoso (levadura prensada o liquida) en fideos
secos finos. Para permanecer estable, la levadura seca instantanea debe ser acondicionada en ausencia de
oxigeno.

La levadura seca con humedad intermedia congelada comprende, por ejemplo, del 70% al 85% de materia seca de
levadura.
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En un modo de realizacién preferido, la levadura Sc |-3856 usada segun la invencién en la prevencion y/o el
tratamiento de micosis vaginales, se presenta en forma de levadura seca activa o en forma de levadura seca
instantanea.

Segun otro modo de realizacién ventajoso de la invencidn, la levadura Sc 1-3856 usada segun la invencion en la
prevencion y/o el tratamiento de micosis vaginales se presenta en forma de levadura muerta, denominada
igualmente levadura desactivada.

Una levadura muerta es una levadura cuyo metabolismo esté irremediablemente detenido.

Una levadura muerta se puede obtener por métodos bien conocidos por los expertos en la técnica, tales como un
tratamiento térmico de la levadura, un tratamiento que consiste en someter la levadura a varios ciclos sucesivos de
congelacién y descongelacion, un tratamiento por irradiacion, un tratamiento por pulverizacion o una combinacion de
estos tratamientos.

La presente descripcién tiene igualmente por objeto la levadura Sc 1-3856 en forma de levadura muerta, para su uso
en la prevencién y/o el tratamiento de micosis vaginales, a una dosis diaria de 1 mg a 10 g y preferiblemente de 100
mgaig.

La presente descripcion tiene igualmente por objeto una cepa tal como se ha definido anteriormente, una levadura
tal como se ha definido anteriormente o un derivado tal como se ha definido anteriormente, para su uso en la
prevencion y/o el tratamiento de micosis vaginales, administrandose dicha cepa, dicha levadura o dicho derivado por
via oral o por via vaginal, preferiblemente por via vaginal.

La invencion se refiere igualmente a una composicién que comprende la levadura Sc 1-3856 y/o un derivado de dicha
levadura, para uso en la prevencion y/o el tratamiento de micosis vaginales.

La composicion segun la invencion puede ser una composicion farmacéutica, un suplemento nutricional con efecto
sobre la salud o una composicién alimenticia.

La invencion se refiere igualmente a una composicion que comprende la levadura Sc 1-3856 y/o a un derivado de
dicha levadura, y opcionalmente al menos a un excipiente farmacéuticamente aceptable para uso en la prevencion
y/o el tratamiento de micosis vaginales.

Las micosis vaginales son tales como se ha definido anteriormente.

La composicion usada segun la invencién esté destinada a una administracion por via oral o vaginal, prefiriéndose la
via vaginal.

Como ejemplo de composicién que se presenta en una forma adecuada para la via oral se pueden citar un
comprimido, una capsula, una capsula de gelatina, una bolsita, un polvo, una crema, un jarabe o una ampolla.

Como ejemplo de composicion que se presenta en forma adecuada para la via vaginal se pueden citar un évulo, una
capsula, una capsula de gelatina, una crema o un comprimido.

Los excipientes usados en la composicién segun la invencion son excipientes usados convencionalmente que son
adecuados para la preparacion de formas orales o vaginales.

La dosificacion diaria depende tanto del tipo de micosis, del modo de administracién (via oral o via vaginal) como del
tipo de tratamiento curativo o preventivo.

Segun un modo de realizacién particular de la invencién, la composicién comprende la levadura Sc 1-3856 en forma
de levadura muerta, para uso diario en una cantidad de 1 mg a 10 g y preferiblemente de 100 mga 1 g.

Segun otro modo de realizacion de la invencién, la composicién comprende la levadura Sc 1-3856 en forma seca o
fresca, para uso diario en una cantidad de 1.10” a 1.10"" UFC y preferiblemente de 1.10° a 1.10° UFC.

Segun otro modo de realizacién, la composicion comprende una pared de levadura Sc 1-3856, para uso diario en una
cantidad de 1 mg a 10 g y preferiblemente de 100 mg a 1 g.

Segun otro modo de realizacion, la composicion comprende glucanos parietales de levadura Sc 1-3856, para uso
diario en una cantidad de 0,25 mg a 2,5 g y preferiblemente de 25 mg a 250 mg.

Segun otro modo de realizacion, la composicién comprende manoproteinas parietales de levadura Sc 1-3856, para
uso diario en una cantidad de 0,1 mg a 1 g y preferiblemente de 10 mg a 100 mg.

La dosis diaria eficaz se puede administrar en una, dos o tres veces.
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La presente invencidon tiene ademas por objeto una composicion farmacéutica que comprende la levadura Sc 1-3856
y/o el derivado de levadura Sc 1-3856 en combinacién con otro principio activo y eventualmente un excipiente
farmacéuticamente aceptable, para uso en la prevencién y/o el tratamiento de micosis vaginales.

El principio activo usado en asociacion con la levadura Sc 1-3856 puede ser un principio activo que tenga una
actividad calmante, antiirritante, analgésica, antialgica, antiinflamatoria, cicatrizante, antifingica, antimicésica y/o
antimicética.

Cuando la composicion farmacéutica comprende la levadura Sc 1-3856 y/o el derivado de levadura Sc 1-3856 en
asociacion con un principio activo que tiene una actividad antifingica, dicho principio activo que tiene una actividad
antifungica no tiene efecto sobre Saccharomyces cerevisiae.

Los términos «antifungico», «antimicosico» y «antimicético» aqui son sindnimos.

La presente invencion se ilustrara con la ayuda de los ejemplos y figuras siguientes, que se proporcionan a modo de
ilustracién, de ninguna manera limitativos, y en los que:

- la figura 1 es un histograma que representa los valores de ABC (Area Bajo la Curva) representativos del
numero de células viables de Candida albicans encontradas en la mucosa vaginal de ratas tratadas con fluconazol
(en blanco) o no tratadas con fluconazol (en negro) en los trece primeros dias después de la infeccién por Candida
albicans,

- la figura 2 es un histograma que representa los valores de ABC (Area Bajo la Curva) representativos del
namero de células viables de Candida albicans encontradas en la mucosa vaginal de ratas tratadas con fluconazol
(en blanco) o no tratadas con fluconazol (en negro) entre los dias D2-D13, D2-D5, D5-D7 y D7-D13 después de la
infeccion por Candida albicans,

- la figura 3 representa una evaluacion semicuantitativa de los antigenos de la estructura manosidica
caracteristica de Candida albicans en funcién del tiempo (en dias), presentes en ratas tratadas con fluconazol
(rombos blancos) o no tratadas (cuadrados negros) después de una infeccién por Candida albicans,

- la figura 4 es un histograma que representa los valores de ABC para las ratas no tratadas (en negro), las
ratas tratadas con fluconazol (en blanco) o las ratas tratadas con la levadura Sc 1-3856 en tratamiento preventivo
(punteado) o curativo (rayado), entre los dias D2-D13, D2-D5, D5-D7 y D7-D13 después de la infeccion por Candida
albicans,

- la figura 5 representa el nimero de células viables de Candida albicans (en UFC) encontradas en los
liqguidos de enema vaginal de ratas no tratadas (rombos blancos) o tratados con fluconazol (cuadrados negros), o
con la levadura Sc 1-3856 en tratamiento preventivo (circulos blancos) o curativo (circulos negros), después de una
infeccion por Candida albicans, y en ratas de control no infectadas (triangulos blancos) y ratas de control no
infectadas tratadas con la levadura Sc |-3856 (cuadrados blancos),

- la figura 6 representa una evaluacion semicuantitativa de los antigenos de estructura manosidica
caracteristica de Candida albicans en funcién del tiempo (en dias), presentes respectivamente en ratas no tratadas
(rombos blancos) o tratadas con fluconazol (cuadrados negros) o con la levadura Sc 1-3856 en tratamiento
preventivo (circulos blancos) o curativo (circulos negros) después de una infeccién por Candida albicans, en ratas de
control no infectadas (triangulos blancos) y ratas de control no infectadas tratadas con levadura Sc 1-3856
(cuadrados blancos).

Ejemplo: Definicion de un modelo de infeccién vaginal inducido por Candida albicans en ratas hembra y la puesta de
manifiesto del efecto de la levadura Sc 1-3856 en este modelo.

El modelo desarrollado a continuacién ha permitido demostrar que la administracién de la levadura Sc 1-3856 en
ratas hembra permite prevenir y/o tratar las micosis vaginales provocadas por una infeccion inducida por Candida
albicans (C. albicans).

Materiales y métodos

Los experimentos con animales se llevan a cabo en establecimientos aprobados por el Institut Pasteur de Lille, de
conformidad con las directivas europeas sobre experimentacion con animales.

El recuento celular se efectla segun el método de conteo por colonia. Los valores se expresan en unidades
formadoras de colonias (UFC).

Los animales se alojan en 3 por jaula con acceso libre a alimentos estandares para ratas, asi como agua del grifo.

Las ratas hembra ovariectomizadas (Sprague-Dawley) de 3 a 5 semanas se compraron a Janvier Laboratoires,
Francia. Se mantienen bajo pseudo-estro por una inyeccién subcutdnea de benzoato de estradiol (Sigma, benzoato
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de estradiol puesto de nuevo en suspension en aceite de sésamo; 0,5 mg/animal) cada dos dias (tres veces por
semana) hasta el final del experimento.

Una semana después de la primera inyeccion del estradiol que induce el pseudo-estro, se infectan las ratas hembra
por C. albicans. Una infeccién por C. albicans corresponde a una Unica administracién intravaginal de la cepa de C.
albicans a la concentracion de 107 UFC.

Las ratas hembra se distribuyen en 6 grupos diferentes como se muestra a continuacion.

. Levadura
Grupo Infeccién , .
ScI- Volumen Via de aplicacion Nimero de animales
analizado Unica por C. albicans 3856 por grupo
Vehiculo 0 0 100 pL AQministrgcion 7
intravaginal
. Administracion
7
C. albicans 107 UFC 0 100 L intravaginal 7
revacra 0 107 UFC | 100 uL Administracion 7
Sc 1-3856 intravaginal
C. albicans
+ Levadura - .
107 UFC 107 UFC | 100 pL Administracion 7
Sc 1-3856 intravaginal
Preventivo
C. albicans +
Levadura Admin y
7 7 ministracion
Sc 1-3856 107UFC 107UFC | 100 ul intravaginal /
Curativo
Candida +
Fluconazol 7 Administracién
107UFC 0 100 uL intravaginal 7
(50 pg)

La levadura Sc I-3856 analizada esta en forma de una levadura seca activa.

El fluconazol es el agente antifungico de referencia, usado como control positivo porque generalmente se usa para
tratar la candidiasis vaginal.

El fluconazol se administra por via intravaginal en una dosis de 50 pg por rata, 1 hora, 24 horas y 48 horas
respectivamente después de la infeccién por C. albicans.

Tratamiento preventivo con levadura Sc 1-3856

La levadura Sc 1-3856 puesta en suspension en un tampén de PBS se administra en la dosis de 107 UFC por rata y
por administracién intravaginal, 48 horas, 24 horas y 1 hora respectivamente antes de la infeccion por C. albicans.

La levadura Sc I1-3856 se administra luego cada 8 dias hasta el final del experimento.
Tratamiento curativo con la levadura Sc I-3856

La levadura Sc 1-3856 puesta en suspension en un tampoén de PBS se administra en la dosis de 107 UFC por rata y
por administracién intravaginal, 1 hora, 24 horas y 48 horas respectivamente después de la infeccion por C. albicans.

La levadura Scl-3856 se administra luego cada 8 dias hasta el final del experimento.
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Evaluacion del crecimiento de la colonia de C. albicans

El nimero de colonias de C. albicans adherente a la mucosa vaginal se evalia cada dos dias después de la
infeccion por Candida albicans y hasta el final del experimento (3 semanas mas tarde) realizando un frotis
cervicouterino (con un dse calibrado) y por extensién sobre placas Chrom-Agar (un medio de crecimiento especifico
y selectivo para Candida), reuniéndose 5 muestras vaginales.

Las colonias viables de Candida albicans se cuentan después de dos dias de cultivo a 30°C en un medio selectivo
(placas Chrom-Agar, BD).

Evaluacion citolégica de la inflamacion.
Los frotis se efectian a partir de una muestra cervical y de enemas vaginales.

Se realizan preparaciones de células en capa delgada sobre portaobjetos a partir de enemas vaginales reunidos en
cada grupo de ratas (enemas vaginales de 5 ratas) por medio de una citocentrifuga (Cytospin®). Los portaobjetos se
fijan usando un fijador aerosol citolégico (Cytoral®).

Se toma una muestra vaginal de 2 ratas por grupo 10 dias después de la infeccion por C. albicans.

Se realiza una tincién clasica de May Grunwaid Giemsa para evaluar el nivel de inflamacién en los grupos de ratas
que han recibido C. albicans sola o asociada al tratamiento con la levadura Sc 1-3856.

También se llevan a cabo estudios citoldgicos y se realiza una tincion de Papanicolaou para evaluar la colpocitologia
hormonal. El estudio se realiza en un frotis cervicouterino.

La tincion inmunohistoquimica se realiza también en cortes vaginales y frotis cervicouterinos usando anticuerpos
dirigidos contra C. albicans (5B2) o la lectina de Galanthus nivalis (GNL) para la levadura Sc |-3856.

Analisis biolégicos
El pH de los enemas vaginales reunidos se evalla cada dos dias usando una tira de pH.

La deteccion de un antigeno de C. albicans es Util para diagnosticar una candidiasis vaginal. El antigeno incluye una
estructura manosidica fuertemente inmundgena presente en la pared celular de C. albicans. El antigeno con
estructura manosidica es el principal antigeno presente durante la infeccion vaginal, por lo tanto, constituye un
biomarcador util para el diagnéstico de la candidiasis invasiva.

Una primera posibilidad para detectar la presencia del antigeno con estructura manosidica consiste en utilizar el
método inmunoenzimatico ELISA (Platelia Candida Ag test, Bio-Rad).

El nivel de antigeno de C. albicans se evalla en enemas vaginales reunidos, diluidos 1/10 con tratamiento térmico
estandar y de acuerdo con las instrucciones de los fabricantes. La cantidad de antigenos detectados se expresa en
picogramos por mL.

Otra posibilidad para detectar la presencia del antigeno de estructura manosidica consiste en utilizar tiras ICT (Candi
Vagi, SR2B). «ICT» se basa en la captura del antigeno contenido en las secreciones vaginales por el uso de una
inmunoglobulina IgM de raton dirigida contra el antigeno con estructura manosidica. El anticuerpo monoclonal
reconoce los epitopos del antigeno con estructura manosidica para una amplia gama de especies de Candida. El
anticuerpo monoclonal se conjuga con particulas 0 en una fase movil y se aplica igualmente a una tira de
nitrocelulosa como anticuerpo de captura. El bastoncillo ICT se coloca en la suspensién de la toma vaginal y las
muestras se desplazan por accién capilar a través del bloque que contiene el conjugado «MAb-or» (Mab significa
anticuerpo monoclonal). El andlisis se realiza como se describe en la publicacién de Marot-Leblond et al., Journal of
Clinical Microbiology, 2009.

El nivel de inflamacién se evalia midiendo el nivel de calprotectina (una enzima liberada por los neutréfilos) en las
muestras vaginales y se cuantifica usando un kit validado para cuantificar la calprotectina humana en las heces (kit
Labodia).

Los analisis estadisticos se realizan utilizando el ensayo de permutacion para dos muestras independientes. Las
estadisticas se calculan utilizando el programa informatico StatXact (Cytel Inc, Cambridge, MA, USA). Las
diferencias se consideran estadisticamente significativas si el valor p es inferior a 0,05.

Resultados y discusion
Con el control fluconazol

Frotis cervicouterinos correspondientes a la presencia de C. albicans viables en la mucosa vaginal de ratas.
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La Tabla 1 a continuacién representa el valor medio del crecimiento de las colonias de C. albicans en placas Chrom-
Agar en cada grupo de ratas (5 ratas por grupo).

Duracion en 2 5 7 10 13 15 17 20 23 25
dias
Control 0+0 0+0 010 0+0 010 0+0 010 0+0 0+0 0+0
C. albicans 14,75 | 16,25 | 35+ | 49,71+ | 48,4+ | 20,8 26 16 15,6 10,6

5,12 | £1,43 | 95 13,51 | 15,53 | ¥9,55 | +6,98 | +5,37 | 11,8 | 4,01

C. albicans + 5,25 25 42 17 7 3445 | 24,4 8,8 11,8+ | 11,6
fluconazol
+1,37 | #6,5 | 5,18 | 5,29 +25 | 5,26 | 49,7 | +4,33 | 7,55 | 4,97

Por lo tanto, se puede concluir que:

- la administracion de C. albicans conduce a una infeccién progresiva de la mucosa vaginal que comienza el dia
2 con una intensidad maxima el dia 12 seguida de una fase de eliminacién espontanea; el dia 12 se considera el
tiempo 6ptimo para la infeccién de C. albicans en este modelo;

- la administracién de fluconazol conduce a una ausencia de infeccién por C. albicans el dia 12 con la presencia
de un pequeno numero de C. albicans en la mucosa vaginal observada el dia 7.

Otra forma de expresar los resultados es calcular el area bajo de la curva (ABC) entre el dia 2 y el dia 12, que
representa un marcador cuantitativo de la presencia de C. albicans viables en la mucosa vaginal de ratas que
reciben o no fluconazol.

El tratamiento con fluconazol disminuye en 36% el niumero de C. albicans viables en los primeros 12 dias después
de la infeccion.

Asi C. albicans conduce a una infeccion vaginal progresiva con un pico de intensidad en el dia 12. El tratamiento
antimicésico con el fungicida fluconazol conduce a una bajada del 36% en la infeccién de la mucosa vaginal y una
prevencion de la candidiasis vaginal el dia 12. Estos resultados se muestran en la figura 1.

Enemas vaginales liquidos correspondientes a la eliminacién de C. albicans

La Tabla 2 a continuacién muestra el nimero de UFC de C. albicans determinado a partir de enemas vaginales.

Duracién en dias 2 5 7 10 13 15 17 20 23 25
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C. albicans 34 20 35 15 38 8 8 3 5 0
C. albicans + 9 53 17 3 1 6 7 3 1 4
fluco

Por lo tanto, se puede concluir que las C. albicans viables (UFC) se liberan regular y constantemente en enemas
vaginales entre el dia 2 y el dia 16 (aproximadamente 30 UFC).

El tratamiento con fluconazol aumenta la liberacion de Candida durante los primeros 8 dias después de la infeccion
con un pico de intensidad el dia 5.

Otra forma de expresar los resultados es calcular el area bajo la curva (ABC) entre el dia 2 y el dia 12, que es un
marcador cuantitativo de la eliminacion de C. albicans viables en el enema vaginal de ratas que reciben o no
fluconazol.

En otras palabras, el valor del ABC es un valor representativo del nimero de C. albicans viables encontradas en la
mucosa vaginal de ratas.
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La actividad anti-micostatica del fluconazol reduce en 20% la eliminacién de las C. albicans viables entre los dias 2 a
12 en ratas tratadas respecto a ratas no tratadas (véase la figura 2).

El tratamiento con fluconazol aumenta la eliminaciéon de las C. albicans viables en 45% en la primera semana
después de la infeccion.

Si el experimento se divide en diferentes etapas, se observa que el fluconazol induce en primer momento una
liberacion rapida y elevada de C. albicans en el enema vaginal (dias 2-5 y 5-7) con relacion a las ratas no tratadas
(véase la figura 2).

De hecho, el tratamiento con fluconazol induce una liberacion de C. albicans dos veces mas importante (73%) que la
liberacion natural (34,6%) observada en ratas infectadas, pero no tratadas (34,6%) entre los dias 2 a 5, lo que indica
que el efecto de fluconazol es temprano o precoz.

El antigeno con estructura manosidica se cuantifica utilizando tiras no comerciales en enemas vaginales reunidos de
5 ratas.

La cantidad de antigenos con estructura manosidica es menor en ratas tratadas con fluconazol que en ratas no
tratadas. La diferencia mas importante en la cantidad de antigeno se observa el dia 13 en las ratas infectadas y
tratadas con fluconazol en comparacion con ratas infectadas y no tratadas (véase la figura 3).

Andlisis citoldgico a partir de enemas vaginales.

Se preparan portaobjetos con enemas vaginales reunidos y se realiza una tincién con MGG para evaluar el aspecto
de las células epiteliales vaginales, la presencia de bacterias y levaduras y la presencia de células proinflamatorias.

El dia 2, las muestras de control se caracterizan por la presencia de células epiteliales vaginales normales, sin
presencia de células inflamatorias. La principal diferencia con ratas infectadas por C. albicans es la presencia de un
gran numero de neutroéfilos polinucleares (NPN) y algunos eosinéfilos que indican el estado inflamatorio inducido por
infeccion por C. albicans.

El tratamiento con fluconazol previene la infiltracion inflamatoria. La presencia de algunas C. albicans se observa
que corresponden probablemente a la liberacién creciente de la levadura por el tratamiento.

El dia 12 después de la infeccion por C. albicans, se obtienen observaciones similares en el grupo de control en
comparacioén con las observaciones del dia D2. En el grupo infectado por C. albicans, se observa la presencia de un
gran numero de macrofagos y algunos neutréfilos, lo que indica que C. albicans esta bien establecida e induce
inflamacién. En ratas tratadas con fluconazol, no se observa ninguna C. albicans y solo estan presentes unos pocos
macréfagos y neutrdfilos.

Conclusion
Se validan el modelo de infeccién vaginal por C. albicansy los diferentes métodos para analizar este modelo.

El efecto terapéutico de un tratamiento se puede analizar de manera éptima el dia D12 después de la infeccion por
C. albicans.

Eficacia de la levadura Sc 1-3856

Los efectos terapéuticos preventivos y/o curativos de la levadura Sc 1-3856 se evalian en el modelo de candidiasis
vaginal desarrollado anteriormente y se comparan con el efecto del fluconazol administrado de modo curativo (1 h,
24 h'y 48 h después de la infeccion por C. albicans). Para el modo preventivo, la levadura Sc 1-3856 se administra
48 h, 24 h y 1 h antes de la infeccién por Candida y una vez cada 7 dias después de la infeccion por C. albicans.

El niamero de C. albicans (en UFC) se determina a partir de frotis cervicouterinos y enemas vaginales como se
describid anteriormente.

Los resultados se recopilan en la Tabla 3 a continuacién.

Duracién en dias 2 5 7 10 13 15 17 20 23 25
Control 0+0 0+0 010 0+0 0+0 | 0+0 | 0+0 | 0+0 | 0+0 | 00
C. albicans 14,75 | 16,25 35 49,71 | 484 | 20,8 | 26 16 | 15,6 | 10,6

+5,12 | +1,43 | 9,5 |+13,51|+15,563|+9,55|+6,98 |+5,37 |+11,8|+4,01

10
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C. albicans + 5,25 25 42 17 7 34,45(24,4 1 88 | 11,8 | 11,6
fluco

+1,37 | £6,5 | #5,18 | £5,29 | +2,5 |+5,26| +9,7 |+4,33|+7,55|+4,97
C. albicans + 29,25 | 19,5 | 53,42 | 1442 | 17,8 21,2 1122 | 15,4 | 22,8 | 18
Levadura Sc |-
3856 Preventivo [£12,68| 3 +7,22 | +3,38 | 5,8 |£3,54|+2,08 15,04 |+7,41|+3,76
C. albicans + 18 24,75 | 36,71 | 30,14 | 336 | 20,8 | 136|116 | 9,2 | 84
Levadura Sc |-
3856 Curativo +4 |+8,375[+10,57 [£11,20|+13,92|+9,55(+7,76 |+2,72|+2,65 [+1,36

La Tabla 4 a continuacién representa los valores del ABC desde el dia D2 hasta el dia D13.

En cuanto al andlisis de los frotis cervicouterinos y al nUmero creciente de células de C. albicans en las placas
Chrom-Agar, se observa el dia D13 una fuerte reduccion en las UFC en las ratas infectadas tratadas con la levadura
Sc 1-3856 en un tratamiento preventivo con respecto a las ratas infectadas no tratadas, con 17,8 (+ 5,85) frente a
48,4 (+ 15,53) respectivamente lo que corresponde a una disminucion del 63% de las infecciones el dia D13.

Por lo tanto, el tratamiento de ratas con la levadura Sc 1-3856 reduce el nimero de C. albicans viables en la mucosa
vaginal en 30% con respecto a los animales no tratados.

Tratamiento Valores del ABC Diferencia
(D2 a D13)
C. albicans 372,43
C. albicans 236,875 135,555
+ Fluconazol
C. albicans + 296,68 75,75
Levadura Sc |-3856
Preventivo
C. albicans 320,945 51,485
+ Levadura Sc 1-3856
Curativo

Se puede concluir que los tratamientos preventivos con la levadura Sc 1-3856 tienen un efecto similar al fluconazol al
reducir los valores del ABC en 20% y 36% respectivamente con respecto a las ratas no tratadas.

La Tabla 5 a continuacion se refiere a los resultados relativos al crecimiento de las UFC de C. albicans a partir de
enemas vaginales.

Duracién en dias 2 5 7 10 [ 13 | 15 | 17 | 20 | 23 | 25

Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

C. albicans 34 20 [ 35 [ 15 (38 | 8 8 3 5 0

C. albicans + fluco 9 53 | 17 3 1 6 7 3 1 4

C. albicans + Sc 1-3856 110 [ 25 | 3 4 7 20| 3 |18 ] 9 6
Preventivo
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C. albicans + Sc 1-3856 77 3 3 3 7 20 7 8 5 4
Curativo

Como se ha descrito anteriormente en el modelo de candidiasis vaginal, los resultados se pueden separar en dos
fases, a saber, una primera etapa los dias D2-D5 correspondientes a una liberacion fuerte de C. albicans y una
segunda etapa el dia D13.

El andlisis de los resultados el dia D13 después de la infeccién por C. albicans muestra una fuerte disminucion del
namero de C. albicans viables presentes en los enemas vaginales con fluconazol y la levadura Sc 1-3856
(tratamiento preventivo y curativo) con respecto a las ratas infectadas sin tratamiento (1 para fluconazol y 7 para
levadura Sc 1-3856 frente a 38 en las ratas infectadas no tratadas).

La administracién de la levadura Sc |-3856 (en tratamiento preventivo o curativo) se caracteriza por una rapida
liberacion de C. albicans viables en de los 5 dias posteriores a la infeccion, lo que sugiere que la levadura Sc 1-3856
puede limitar la adherencia/invasién de C. albicans en la mucosa vaginal La tasa de eliminacién de C. albicans es
mas rapida con levadura Sc 1-3856 que con fluconazol.

La Tabla 6 a continuacion representa los valores de ABC (= marcador cuantitativo de la presencia de C. albicans en
la mucosa vaginal de ratas) desde el dia D2 hasta el dia D13.

Tratamiento Valores de ABC (D 2-13)
C. albicans 290,5
C. albicans + fluconazol 199
C. albicans + Levadura Sc 1-3856 257,6
Preventivo
C. albicans + Levadura Sc 1-3856 150
Curativo

El andlisis de los valores del ABC muestra un efecto méas elevado de la levadura Sc 1-3856 cuando se administra
como tratamiento curativo después de la infeccion por C. albicans, reduciendo 2 veces el valor de ABC
correspondiente a un numero inferior de C. albicans presente en los enemas vaginales, con 150 frente a 290.5
respectivamente.

La levadura Sc 1-3856 administrada como tratamiento curativo tiene un mayor efecto sobre la infeccion por C.
albicans que el inducido por fluconazol, con 150 frente a 199 respectivamente.

Si los diferentes periodos del experimento se separan respectivamente en los dias D2-D5, D5-D7 y D7-D13, se
observa en la primera fase del tratamiento (D2-D5) que la administracion de la levadura Sc 1-3856 en el tratamiento
preventivo induce una fuerte liberacion de C. albicans (véase la figura 4).

Por lo tanto, es muy probable que la levadura Sc 1-3856, cuando se administra como tratamiento preventivo, inhiba la
adherencia de C. albicans a la mucosa vaginal. Luego solo crecen unas pocas C. albicans (a partir del dia D5 hasta
el dia D13) (véase la Figura 4).

El célculo del porcentaje de UFC de C. albicans que crecen en la primera fase del experimento justo después de la
infeccion por C. albicans (D2-D5), muestra que el 88% de las UFC se detectan en el tratamiento preventivo con la
levadura Sc 1-3856, el 82% de las UFC se detectan en el tratamiento curativo con la levadura Sc 1-3856 y el 73% con
el tratamiento con fluconazol.

Estos resultados indican que el tratamiento con la levadura Sc [-3856 tiene una eficacia mayor o similar a la obtenida
con fluconazol para prevenir la adherencia de C. albicans.

Los antigenos de C. albicans con estructura manosidica se cuantifican en los liquidos del enema vaginal (figura 6).
Se observa una buena correlacion entre el nimero de células de C. albicans (que provienen de enemas vaginales)
que crecen en placas Chrom-Agar y los niveles de antigenos medidos en los mismos enemas vaginales (figura 5).
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Todas las células de C. albicans viables y muertas se miden utilizando el mismo método de inmunodeteccion en
contraste con el método convencional de medio selectivo que permite la multiplicacién de células viables de C.
albicans.

Para el estudio citolégico de los enemas vaginales, se preparan portaobjetos a partir de enemas vaginales reunidos
y se realiza una tincion con MGG.

El aspecto de las células vaginales epiteliales, la presencia de bacterias y levaduras y la presencia de células
proinflamatorias se evalian mediante observacion (resultados no mostrados).

El dia D2, el grupo de control se caracteriza por la presencia de células vaginales epiteliales normales, sin la
presencia de células inflamatorias. La principal diferencia con las ratas infectadas por C. albicans es la presencia de
un alto nimero de neutrdfilos polinucleares (NPN) y algunos eosindfilos que indican el estado inflamatorio inducido
por infeccion por C. albicans.

El tratamiento con fluconazol impide la infiltracién inflamatoria. Se observa que la presencia de algunas C. albicans
corresponden probablemente a la mayor liberacién de C. albicans por el tratamiento.

El dia D12 después de la infeccion por C. albicans, se obtienen observaciones similares en el grupo de control con
respecto al dia D2. En ratas infectadas por C. albicans, se observa la presencia de un gran nimero de macréfagos y
algunos neutrdfilos, lo que indica que las C. albicans estan bien implantadas e inducen inflamacién. En las ratas
tratadas con fluconazol, no se observa ningun C. albicans y se observan algunos macréfagos y neutrdéfilos. En las
ratas tratadas con fluconazol se observa la presencia de C. albicans, pero no se encuentran ninguna célula
inmunitaria (resultados no mostrados).

En las ratas tratadas de modo preventivo con la levadura Sc 1-3856, se observan macréfagos, neutréfilos y
eosindfilos dos dias después de la infeccion por C. albicans, pero a una densidad menor que la observada en ratas
infectadas por C. albicans (resultados no mostrados).

En las ratas tratadas de modo curativo con la levadura Sc 1-3856, no se observan ningin macréfago ni ningin
eosindfilo, pero esta presente un elevado nimero de neutréfilos, asi como se ha observado en ratas infectadas por
C. albicans.

La presencia de C. albicans se observa en ratas infectadas por C. albicans y tratadas con fluconazol o con la
levadura Sc 1-3856 (en tratamiento preventivo o curativo), pero no se observa en las ratas infectadas por C. albicans
y no tratadas, lo que demuestra la eficacia del tratamiento que induce la liberacién o la prevencion de la adherencia
de C. albicans a la mucosa vaginal.

El dia D12 después de la infeccion por C. albicans se obtienen observaciones similares en el grupo de control
respecto a las observaciones del dia D2. En ratas infectadas por C. albicans, se observa la presencia de un gran
nuamero de macréfagos y algunos neutrdéfilos, lo que indica que las C. albicans estan bien implantadas e inducen una
inflamacién. En ratas tratadas con fluconazol, no se observa ningun C. albicans y se observan algunos macroéfagos y
neutroéfilos.

En ratas tratadas de modo preventivo con la levadura Sc 1-3856, no se observa ningin macrofago, pero se observa
la presencia de neutrdfilos.

En las ratas tratadas de modo curativo con la levadura Sc 1-3856, se observa la presencia de macrofagos y
neutréfilos. Sin embargo, en comparacién con las ratas infectadas por C. albicans, se observan menos macréfagos,
lo que indica una disminucion de la inflamacién debido a la administracién de la levadura Sc 1-3856 (resultados no
mostrados).

Conclusion

La firma solicitante ha desarrollado un nuevo modelo de candidiasis vaginal en la rata hembra. La intensidad maxima
de la infeccion vaginal se observa 12 a 13 dias después de la administracion de Candida albicans. El control positivo
con el tratamiento antimicético con fluconazol permite prevenir completamente la infeccion por Candida albicans 12
dias después de dicha administracion y aumenta la liberacién de Candida albicans en la luz vaginal, particularmente
durante los seis primeros dias de la infeccion.

El tratamiento preventivo con la levadura Sc -3856 muestra igualmente un fuerte efecto terapéutico que permite
reducir la infeccién vaginal 12 a 13 dias después de la administracién de Candida albicans en mas del 60% de las
ratas tratadas en comparacion con las ratas no tratadas. Este efecto preventivo se debe probablemente a una
liberacion rapida de Candida albicans en la luz vaginal, que tiene lugar durante los 4 primeros dias después de la
infeccion por Candida albicans.

El tratamiento curativo es igualmente eficaz, pero sin embargo tiene una eficacia ligeramente menor con respecto a
la del tratamiento preventivo.
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En comparacién con el tratamiento con fluconazol, el tratamiento preventivo con la levadura Sc 1-3856 conduce a
una liberacion mas rapida de Candida albicans en la luz vaginal de ratas que presentan una candidiasis vaginal.

La disminucion de Candida albicans viables en la mucosa vaginal de ratas después de 12 a 13 dias es importante en
los dos grupos de ratas tratadas con fluconazol o con la levadura Sc 1-3856 respectivamente, aunque ligeramente
superior a la del tratamiento con fluconazol. Esta disminucion ligeramente superior se debe probablemente al efecto
antimicético de la molécula de fluconazol.
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REIVINDICACIONES

1. Cepa de Saccharomyces cerevisiae depositada en la CNCM con el numero 1-3856, para su uso en la prevencion
y/o el tratamiento de micosis vaginales.

2. Levadura obtenida por cultivo de la cepa de Saccharomyces cerevisiae depositada en la CNCM con el ndmero I-
3856, para su uso en la prevencién y/o el tratamiento de micosis vaginales.

3. Levadura para uso segun la reivindicacion 2, presentandose dicha levadura en forma de levadura fresca o en
forma de levadura seca.

4. Levadura para uso segun la reivindicacion 3, presentandose dicha levadura en forma de levadura seca activa o
levadura seca instantanea.

5. Levadura para uso segun la reivindicacion 2, presentandose dicha levadura en forma de levadura muerta.

6. Derivado de la levadura obtenida por cultivo de la cepa de Saccharomyces cerevisiae depositada en la CNCM con
el nimero 1-3856, para su uso en la prevencion y/o el tratamiento de micosis vaginales, eligiéndose dicho derivado
entre la pared de dicha levadura, los glucanos parietales de dicha levadura, las manoproteinas parietales de dicha
levadura o sus mezclas.

7. Cepa, levadura o derivado para un uso segun una de las reivindicaciones 1 a 6, en la que o el que la micosis
vaginal es una candidiasis vaginal.

8. Cepa, levadura o derivado para un uso segun la reivindicacion 7, en la que o el que la candidiasis vaginal se debe
a hongos seleccionados del grupo que comprende Candida albicans, Candida tropicalis, Candida pseudotropicalis,
Candida krusei, Candida glabrata y sus mezclas.

9. Composicion que comprende una levadura obtenida por cultivo de la cepa de Saccharomyces cerevisiae
depositada en la CNCM con el numero 1-3856 y/o un derivado de dicha levadura, eligiéndose dicho derivado entre la
pared de dicha levadura, los glucanos parietales de dicha levadura, las manoproteinas parietales de dicha levadura
o sus mezclas, y opcionalmente al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable, para un uso en la prevencién
y/o el tratamiento de micosis vaginales.

10. Composicién para un uso segun la reivindicacion 9, que esta destinada para administracién por via oral o por via
vaginal.

11. Composicién para un uso segun la reivindicacién 9 o 10, en la que dicha levadura esta en forma de levadura
muerta y se administra diariamente en una cantidad de 1 mg a 10 g, y preferiblemente de 100 mg a 1 g.

12. Composicion para un uso segun la reivindicacion 9 o 10, en la que dicha levadura esta en forma de levadura
seca o levadura fresca, y se administra diariamente en una cantidad de 1.107 a 1.10"" UFC, y preferiblemente de
1.10%a 1.10"° UFC.

13. Composicion para un uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12, que comprende dicha levadura
y/o dicho derivado en asociacién con otro principio activo.

14. Composicion para un uso segun la reivindicacién 13, en la que el otro principio activo se elige del grupo de
principios activos que tienen una actividad calmante, antiirritante, analgésica, antialgica, antinflamatoria, cicatrizante,
antifungica, antimicosica y/o antimicotica.
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