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DESCRIPCION
Composiciones antimicrobianas y métodos para su uso

La presente invencion hace referencia al tratamiento o prevencion de infecciones de tejido de oido en mamiferos
gue implica la aplicacion de una composiciéon de lavado que comprende un compuesto biguanida polimérico, un
agente quelante y un agente regulador. La invencion hace referencia, adicionalmente, a composiciones utiles en tal
tratamiento o prevencion.

El tratamiento de infecciones de la piel y las cavidades corporales recubiertas con tejido epitelial y particularmente el
oido externo, puede ser muy dificil ya que estas areas atraen micro-organismos resistentes a los antimicrobianos en
humanos y animales de sangre caliente. Se puede desarrollar la resistencia antimicrobiana como una consecuencia
de la exposicion repetida a los farmacos antimicrobianos durante el tratamiento de infecciones recurrentes y
seleccion posterior de las cepas resistentes, o puede ser un resultado de invasion mediante un microorganismo que
tiene resistencia antimicrobiana inherente.

Los microorganismos encontrados cominmente que infectan los oidos de los mamiferos incluyen las bacterias
Staphylococcus spp. Enterobacteriacae tales como Escherichia coli, Klebsiella spp, Proteus mirabilis, Proteus
vulgaris y Pseudomonas tales como Pseudomonas aeruginosa. Se sabe que estos micro-organismos crecen en las
cavidades, tales como los canales del oido, y algunas veces aun se benefician del tratamiento antimicrobiano,
posiblemente mediante la eliminacion de otros microorganismos susceptibles que compiten por el mismo ambiente.
Un ejemplo de tal fendmeno es el sobrecrecimiento espectacular de Malassezia después de la reduccion de los
numeros de Pseudomonas (Foster, DeBoer 1998).

Las infecciones de oido son frecuentemente dificiles de tratar como células inflamatorias, proteinas biolégicas,
enzimas, ADN y otros quimicos y compuestos bioldgicos en un exudado purulento alrededor de una infeccion en el
oido que reduce o inactiva la accion biocida y antimicrobiana de los farmacos prescritos para el tratamiento de la
infeccion. Muchos farmacos que se prescriben para tratar las infecciones son neuro-toxicos, y de este modo
ototoxicos (Rohn et. al. 1993).

Existe una necesidad para un tratamiento efectivo y simple para las infecciones de oido que es rapido y activo en
niveles bajos, por debajo de los niveles ototdxicos. También existe una necesidad de tratamientos que tengan una
accion amplia en la reversion del espectro de resistencia de una infeccion a los farmacos antimicrobianos.

Se ha utilizado previamente una combinacion de un agente quelante, acido etilenodiaminatetraacético (EDTA), y un
agente regulador, tris (hidroximetil) aminometano (Tris), como un lavado de oidos en perros. Se sabe que esta
combinacion tiene alguna actividad antimicrobiana, pero la ventaja principal de la combinacion Tris-EDTA es que
éste mejora la susceptibilidad de los micro-organismos, particularmente micro-organismos con resistencia
antimicrobiana, a los efectos de los antibi6ticos (Ashworth and Nelson, 1990; Green, 1984; Neer, 1982; Foster and
DeBoer, 1998; Farcia, 1993; Farcia, 1997; Gotthelf, 2003). Sin embargo, se puede requerir la exposicion de Tris-
EDTA en el canal auditivo en el orden de 10 a 15 minutos (Paterson, 2003). Farcia (1997) encuentra que utilizar una
solucion de Tris-EDTA no propia es efectiva después de 10 minutos. Algunos de los modelos in vitro requieren horas
para estos efectos beneficiosos (Woolley et. al., 1983a, 1983b) aunque Gotthelf (2003) encuentra que puede ocurrir
una disminucion in vitro del efecto de la concentracion inhibidora minima (MIC) que puede ocurrir de Tris-EDTA de 5
y 30 minutos. Tales tiempos prolongados pueden ser dificiles en los animales domésticos, tales como por ejemplo
los perros y los gatos que agitan sus cabezas para retirar el liquido de sus oidos después de la administracion del
lavado de oido.

Las soluciones de lavado Tris-EDTA actuales tienen un efecto minimo en los organismos Gram positivos y sin efecto
en levaduras como Candida y Malassezia debido a las diferencias en las paredes celulares (Foster and DeBoer,
1998; Sparkes et. al., 1994). Patterson (2003) informa "De hecho el uso prologado de EDTA-tris como el de muchos
limpiadores basados en agua de [oidos] puede predisponer a infeccion por Malassezia".

La patente WO 03/086332 ha descrito el uso de una formulaciéon Tris-EDTA conservada como una solucion de
lavado. En este caso, el conservante seleccionado es no idnico y se selecciona para permitir la conformidad con la
prueba de eficacia conservadora USP. Se puede utilizar esta solucion sola como un lavado antiséptico o se puede
utilizar como un portador para un antibiético.

No se conoce que el Tris tenga ninguna actividad bioldgica, sin embargo, se sabe que el EDTA quela los iones de
magnesio y calcio en agua. Se especula que el EDTA es capaz de unir los iones de magnesio y calcio en las
paredes celulares bacterianas, debilitando las paredes celulares y mejorando por lo tanto los efectos de tratamiento
posterior con los antibiéticos.
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Los compuestos biguanida se conocen como antisépticos y se han utilizado como antisépticos topicos, en
soluciones para lentes de contacto y como desinfectantes para aguas residuales y sus contenedores. Las
biguanidas incluyen bis(biguanidas) tales como clorhexidina y alexidina y biguanidas poliméricas tales como
polihexametileno biguanida (PHMB) y otros como se describe en la bibliografia (East et. al., 1997; lkeda et. al.,
1984).

Se ha utilizado bis(biguanida) clorhexidina en muchas aplicaciones antisépticas. Se ha informado ocasionalmente de
ototoxicidad cuando se utiliza clorhexidina como un antiséptico prequirdrgico en y alrededor del oido en el hombre y
animales. Sin embargo, existen conflictos en los informes de la ototoxicidad de clorhexidina (Willoughby K., 1989;
Merchant S.R., 1994; Aursnes, J., 1981la y 1981b). Algunos estudios han mostrado que las composiciones que
contienen clorhexidina son especialmente ototdxicas en concentraciones tan altas como un 2%, esto es
particularmente cierto cuando se ha roto la membrana timpanica (Harvey et. al., 2001; Merchant, 1994). Otros
estudios no han mostrado efectos ototoxicos cuando se coloca 0.2 % de clorhexidina en el oido externo de perros
con membranas timpanicas rotas (Merchant et. al., 1992). La combinacién de clorhexidina con etanol o compuesto
de amonio cuaternario tal como centrimida, mejora la ototoxicidad (Harvey et. al., 2001). Se debe tener gran cuidado
con la administracion de clorhexidina en el oido, para asegurar que la membrana timpanica esté intacta, que la
concentracion esta por debajo de cantidades ototéxicas y que no estan presentes aditivos que puedan mejorar su
efecto ototoxico.

También se ha utilizado clorhexidina (0.01 %) en combinacion con Tris-EDTA como una instilacion de la vejiga en
pacientes con traumatismo de la médula espinal que requiere cateterizacién intermitente (Harper, 1987; Pearman,
1988). Sin embargo, se encuentra que las composiciones de 0.02 % de clorhexidina provocan cistitis quimica en
haematuria (Pearman, 1988).

Khunkitti et al., 1996, J. Applied Bacteriology, 81, 73-77, describe el uso de biguanidas tal como clorhexidina y
polihexametileno biguanida en combinacién con Tris-EDTA en quistes y trofozoitos de acanihamoeba castellanii, un
microbio que provoca infecciones en los o0jos a causa de las lentes de contacto de los usuarios.

De manera ventajosa, el presente inventor ha encontrado que una combinacion de un compuesto biguanida con un
agente regulador y un agente quelante puede proporcionar un tratamiento efectivo y rapido para las infecciones del
oido e infecciones de otros tejidos tales como piel, y puede mejorar la susceptibilidad de los micro-organismos a los
efectos de los antibidticos.

De acuerdo con un aspecto, se proporciona un uso de
(i) un agente quelante,
(i) un agente regulador, y

(iii) por lo menos una biguanida polimérica o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, en la fabricacién de
un medicamento para el tratamiento o profilaxis de infecciones del oido externo de un mamifero; en donde la
biguanida polimérica es un compuesto de la formula (l11):

X3 —NTm——HN—uI-L—z——x‘ a

0 un tautémero del mismo, en donde Z esta ausente o un grupo de puente divalente y cada Z puede ser igual o
diferente a través del polimero;

n es por lo menos 3; y

X2 y x* se seleccionan independientemente de -NH;, -NH-C(=NH)-MH-CN, alquilo opcionalmente sustituido,
cicloalquilo opcionalmente sustituido, arilo opcionalmente sustituido, heterociclilo opcionalmente sustituido vy
heteroalquilo opcionalmente sustituido;

0 una sal farmacéuticamente o veterinariamente aceptable de los mismos.

De acuerdo con otro aspecto de la invencion, se proporciona una composicion farmacéutica o veterinaria para el
lavado de oido que comprende:
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(i) un agente quelante,
(i) un agente regulador, y

(iii) por lo menos una biguanida polimérica o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma; en donde por lo
menos esta presente una biguanida polimérica en la composicion en una cantidad de entre 0.02% a 0.5% p/p; en
donde la biguanida polimérica es un compuesto de la férmula (111):

x3 Z = NH———C——NH——C——NH Z—x4
n

[ | am
NH NH

0 un tautémero del mismo, en donde Z esta ausente o un grupo de puente divalente y cada Z puede ser igual o
diferente a través del polimero;

n es por lo menos 3; y

x3 y x* se seleccionan independientemente de -NH,, -NH-C(=NH)-NH-CN, alquilo opcionalmente sustituido,
cicloalquilo opcionalmente sustituido, arilo opcionalmente sustituido, heterociclilo opcionalmente sustituido vy
heteroarilo opcionalmente sustituido;

0 una sal farmacéuticamente o veterinariamente aceptable de los mismos.
La invencion es particularmente (til para inhibir, tratar o prevenir infecciones del oido externo.

Los mamiferos adecuados incluyen cualquier mamifero predispuesto a infecciones tales como infecciones del oido,
por ejemplo humanos, animales domésticos tales como mascotas y animales agricolamente Utiles, tales como
ovejas, ganado, cerdos y caballos. Particularmente los mamiferos preferidos son humanos y mascotas, tales como
gatos y perros, especialmente los mamiferos preferidos son perros, especialmente razas de perros de orejas
colgantes y pelo largo.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "oido externo" se refiere a la oreja o el pabellon auricular y
el canal auditivo o meato del oido.

El método y composicion de la invencidon son particularmente Utiles para inhibir o tratar infecciones provocadas por
levaduras, bacterias Gram positivas y/o Gram negativas, especialmente aquellas bacterias que tienen por lo menos
alguna resistencia a los efectos de los antibidticos. EI método y composicién es particularmente Gtil para tratar o
inhibir infecciones provocadas por Staphylococcus spp tales como Staphylococcus aureus, Staphylococcus
intermedius, Enterobacteriacae tales como Escherichia coli, Klebsiella spp, Proteus spp tales como Proteus mirabilis
y Pseudomonas tales como Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus spp. y levaduras tales como Malassezia
pachydermatis y Candida albicans y hongos tales como Aspergillus spp. Preferiblemente, se utilizan métodos y
composiciones para tratar o inhibir infecciones provocadas por Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
intermedius y Malassezia pachydermatis.

En un aspecto la biguanida polimérica es una tal como aquella descrita por East et. al., 1997, en la que la biguanida
aparece en la estructura principal del polimero; tal como las biguanidas poliméricas que tienen la siguiente férmula:

x’—[z—NH——c NH i: NH} 4 x4
n

I am
NH NH

0 un tautémero del mismo, en donde Z esta ausente 0 un grupo de puente divalente organico y cada Z puede ser
igual o diferente a través del polimero; n es por lo menos 3, preferiblemente 5 a 20 y x3 y x* se seleccionan
independientemente de -NH;, -NH-C (=NH)-NH-CN, alquilo opcionalmente sustituido, cicloalquilo opcionalmente
sustituido, arilo opcionalmente sustituido, heterociclilo opcionalmente sustituido y heteroarilo opcionalmente
sustituido; o una sal farmacéuticamente o veterinariamente aceptable de los mismos. Preferiblemente, el peso
molecular del compuesto polimérico es por lo menos 1,000 amu, méas preferiblemente entre 1,000 amu y 50,000
amu. En una composicién Unica, puede variar proporcionando una mezcla de biguanidas poliméricas. En algunas
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realizaciones, las biguanidas poliméricas tienen un peso molecular promedio en la regiéon de 2,900 a 15,000,
especialmente 3,000 a 8,000, y particularmente 3,200 a 5,000, especialmente 3,500 a 4,500.

Los anteriores compuestos biguanida poliméricos y métodos para su preparacién se describen en, por ejemplo, la
Patente Estadounidense No. 3, 428, 576 y East et. al., 1997.

Las biguanidas poliméricas preferidas en las que la biguanida aparece en la estructura principal del polimero, para
uso en la invencién son biguanidas hexametileno poliméricas tales como polihexanida o PHMB (comercialmente
disponible por Vantocil, Baquacil, Arlagard, Lonzabac BG o Cosmaocil) de la siguiente férmula:

X:’"—(CHz)a—[—(CHz)g—NH—C-—-NH—C—NH—(CH;);-]—(CH;)g—X‘

n
NH
' () '

0 un tautémero del mismo, en donde n es un entero de 3 a 500 y x3 y X* se seleccionan independientemente de -
NH2, -NHC(= NH)-NH-CN, alquilo opcionalmente sustituido, cicloalquilo opcionalmente sustituido, arilo
opcionalmente sustituido, heterociclilo opcionalmente sustituido y heteroarilo opcionalmente sustituido o una sal
farmacéuticamente o veterinariamente aceptable de los mismos. Preferiblemente n tiene un valor promedio de 3 a
15, mas preferiblemente 3 a 12. Se prefieren mas las biguanidas hexametileno poliméricas, comercialmente
disponibles, por ejemplo, como la sal de clorhidrato, de Avecia (Wilmington, Delaware, USA) bajo la marca comercial
Cosmocil CQ™,

En otra realizacion de la invencion, las biguanidas poliméricas se fraccionan en biguanidas poliméricas en donde se
elimina la proporcion de bajo peso molecular del polimero. En particular, las composiciones biguanida poliméricas en
las que la fraccién de los oligdmeros tienen un valor de n <5 es menos de 2 % en peso, preferiblemente menos de
0.5 % en peso y mas preferiblemente es menos de 0.1 % en peso de las biguanidas poliméricas en la composicion.

Tal como se utiliza en la presente patente, el término "alquilo” se refiere a grupos de hidrocarburo de cadena recta o
ramificada, monovalentes, que tienen 1 a 10 atomos de carbono segun sea apropiado. Por ejemplo, los grupos
alquilo adecuados incluyen, pero no se limitan a, metilo, etilo, propilo, isopropilo, n-butilo, sec butilo, tert-butilo,
pentilo, 2-metilpentilo, 3-metilpentilo, n-hexilo, 2-, 3- 0 4-metilhexilo, 2-, 3- o 4-etilhexilo, heptilo, octilo, nonilo y decilo.

Tal como se utiliza en la presente patente, el término "cicloalquilo”, se refiere a grupos de hidrocarburo ciclicos. Los
grupos cicloalquilo adecuados incluyen, pero no se limitan a, ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo y ciclohexilo.

El término "arilo" como se utiliza aqui, se refiere a grupos de hidrocarburo aromaticos Ce-C1o tales como fenilo y
natftilo.

El término "heterociclilo" o "heterociclico”, tal como se utiliza aqui, se refiere a residuos de hidrocarburo ciclicos,
monociclicos, policiclicos, fusionados o conjugados, preferiblemente Cs.6, en donde uno o mas atomos de carbono (y
cuando sea apropiado, &tomos de hidrégeno adheridos a los mismos) se reemplazan por un heterodtomo con el fin
de proporcionar un residuo no aromatico. Los heterodtomos adecuados incluyen, O N y S. En donde se reemplazan
dos o mas atomos de carbono, esto puede ser mediante dos o mas de los mismos heterodtomos o mediante
diferentes heteroatomos. Ejemplos adecuados de grupos heterociclicos pueden incluir, pero no se limitan a,
pirrolidinilo, pirrolinilo, piperidilo, piperazinilo, morfolino, indolinilo, imidazolidinilo, pirazolidinilo, tiomorfolino, dioxanilo,
tetrahidrofuranilo, tetrahidropiranilo, tetrahidropirrolilo.

El término "heteroarilo" o "heteroaromatico", como se utiliza aqui, representa un anillo monociclico o biciclico estable
de hasta 6 atomos en cada anillo, en donde por o menos un anillo es aromatico y contiene de 1 a 4 heteroatomos
que se seleccionan del grupo que consiste de O N y S. Los grupos heteroarilo dentro del alcance de esta definicion
incluyen, pero no se limitan a, acridinilo, carbazolilo, cinnolinilo, quinoxalinilo, pirrazolilo, indolilo, benzotriazolilo,
furanilo, tienilo, benzotienilo, benzofuranilo, quinolinilo, isoquinolinilo, oxazolilo, isoxazolilo, indolilo, pirazinilo,
piridazinilo, piridinilo, pirimidinilo, pirrolilo, tetrahidroquinolina. Los grupos alquilo, cicloalquilo, heterociclilo,
heteroarilo y arilo de la invenciéon se pueden sustituir opcionalmente con 1 a 5 grupos que se seleccionan de OH,
Oalquilo Ci6, CI, Br, F, I, NH2, NH(alquilo C1.), N(alquilo Ci.6)2, SH, Salquilo C1.6, CO2H COsalquilo Ci.6, CONHy,
CONH(alquilo Ci1.6) 0 CON(alquilo Ci-6)2.

Tal como se utiliza en la presente patente, el término "grupo de puente divalente" se refiere a un radical que tiene
una valencia de dos y es capaz de unirse con otros dos grupos. Ejemplos de grupos de puente divalente adecuados
incluyen, pero no se limitan a, -(CH2)- en donde t es un entero de 1 a 10, -O-, -S-, un anillo carbociclico aromatico o
saturado divalente o un anillo heterociclico o heteroaromatico o una combinacién de tales unidades estructurales
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divalentes y/o ciclicas. Por ejemplo un grupo Ce ciclico saturado incluye -CgHio-, un grupo Ce aromatico incluird -
CeHa-, un grupo Cs heterociclico incluira

y un Cg heteroaromético incluira

\_7/

Otros grupos de puente divalente incluyen grupos alquileno (-CHz-): en los que uno o mas atomos de carbono se han
reemplazado por NH, S, O,

(]
(o]

(o]

o0
O

(0]

En una realizacion preferente el grupo de puente divalente es -(CHz)- en donde t es un entero de 1 a 10,
especialmente 1 a 6, mas especialmente 6.

Tal como se utiliza aqui, el término "tautomero" se refiere a formas isoméricas de un compuesto que tienen
migracion de un atomo de hidrégeno acompafiado por el movimiento de enlaces dobles adyacentes. Por ejemplo, la
Formula (i) se puede tautomerizar para proporcionar diferentes isbmeros de acuerdo con la siguiente ecuacion:

—NH-ﬁ-NH-(;.::N— —NH-E—NH-E—NH— _NH-'?:N-—E—NH
NH NHa NH NH NH3

Cuando se utilizan en la presente patente, los términos Antiséptico, Antimicrobiano, Conservante, Antibiotico,
Desinfectante y Antibacteriano tendran los significados como se prescribe en Block S. (2001) que es el texto
internacionalmente aceptado en la materia.

Asi el término "Antiséptico”" tal como se utiliza aqui hace referencia a una sustancia que evita o disminuye el
crecimiento o la accion de los microorganismos al inhibir su actividad o al destruirla. El término se utiliza
especialmente para preparaciones aplicadas topicamente al tejido vivo. Asi "Antiséptico para la Piel (que incluye el
oido)" se refiere a una preparacion antimicrobiana liquida, no irritante, segura que evita la infeccion de la piel/oido.

El término "Conservacion” tal como se utiliza aqui hace referencia al proceso mediante el cual los agentes quimicos
o fisicos evitan el deterioro biolégico de las sustancias. El término "Conservante" tal como se utiliza aqui hace
referencia a un agente que inhibe el crecimiento de los microorganismos capaces de provocar el deterioro biolégico
de una sustancia/material.

El término "Antimicrobiano" tal como se utiliza aqui se refiere a la muerte o supresion del crecimiento de
microorganismos.

El término "Antibiético" tal como se utiliza aqui se refiere a una sustancia quimica organica producida por un
organismo microbiano, que tiene la capacidad en las soluciones diluidas para destruir o inhibir el crecimiento de
bacterias y otros microorganismos.

El término "Antibacteriano” tal como se utiliza aqui es igual que el bacteriocida y hace referencia a un agente que
mata las bacterias y se aplica al tejido vivo.

El término "Desinfectante" como se utiliza aqui se refiere a un agente que se libera de la infeccion, usualmente un
agente quimico pero algunas veces uno fisico. Se refiere a sustancias aplicadas a objetos inanimados.

Bajo las condiciones de uso, por ejemplo, en el pH de las composiciones preparadas y en uso, los compuestos
biguanida estan en forma i6nica. Las sales farmacéuticamente o veterinariamente aceptables adecuadas de los
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iones incluyen, pero no se limitan a, sales de acidos inorgénicos farmacéuticamente aceptables tales como &cidos
clorhidricos, sulfaricos, fosféricos, fosfénicos, fosfanilato, nitricos, carbdnicos, boéricos, sulfamicos, sulfénicos y
bromhidricos, o sales de acidos organicos farmacéuticamente aceptables tales como acido acético, propidnico,
butirico, tartarico, maleico, hidroximaleico, fumarico, malico, citrico, lactico, mucico, gluconico, benzoico, succinico,
oxalico, fenilacético, metanosulfénico, toluenosulfénico, bencenosulfénico, (4-aminofenil) fosfénico, fenilfosfonico,
salicilico, sulfanilico, aspartico, glutdmico, edético, esteérico, palmitico, oleico, laurico, pantoténico, tannico,
ascorbico y valérico. Las sales preferidas incluyen sales de acido clorhidrico, bérico, sulfénico, acético, lactico,
fosfanilato, glucénico, citrico y tartarico.

Preferiblemente el agente quelante se selecciona de cualquier compuesto que es capaz de secuestrar los iones de
metal monovalente o polivalente tales como sodio, litio, rubidio, cesio, calcio, magnesio, bario, cerio, cobalto, cobre,
hierro, manganeso, niquel, estroncio o zinc, y es farmacéuticamente o veterinariamente aceptable. Los agentes
guelantes adecuados incluyen, pero no se limitan a &cidos amino carboxilicos y sales de los mismos tales como
acido etileno diamina tetraacético (EDTA), &cido nitrilotriacético, acido nitrilotripropionico, acido dietilenotriamina
pentaacético, acido 2-hidroxietil-etilenodiamina-triacético, acido 1,6-diamino-hexametileno-tetraacético, acido 1,2-
diamino-ciclohexano tetraacético, acido O,0’-bis(2-aminoetil)-etilenoglicol- tetraacético, acido 1,3-diaminopropano-
tetraacético, acido N,N-bis(2-hidroxibencil)etilenodiamina-N,N-diacético, acido etilenodiamina -N,N’- diacético, acido
etilenodiamina-N,N’-dipropiénico, é&cido trietilenotetraamina hexaacético, 7,19,30-trioxa-1,4,10,13,16,22,27,33-
octaazabiciclo[11,11,11]pentatriacontano (O-bis-tren), etilenodiamina-N, N’-bis(acido metilenofosfonico), acido
iminodiacético, N,N-bis (2-hidroxietil) glicina.

(DHEG), éacido 1,3-diamino -2- hidroxipropano-tetraacético, acido 1,2-diaminopropano-tetraacético, etilenodiamina-
tetrakis(acido metilenofosfénico), acido N- (2-hidroxietil) iminodiacético y &cido trietilenotetramina-hexaacético,
deferoxamina, dimercaprol, citrato y sus sales tales como citrato de zinc, penicilamina y sus sales y bifosfonatos
tales como editronato o poliéteres macrociclicos, tales como aquellos descritos en la bibliografia (I1zatt R.M. et. al.,
1995). Especialmente los agentes quelantes preferidos son sales farmacéuticamente y veterinariamente aceptables
y sales mezcladas de EDTA tales como sales disodio, trisodio, tetrasodio, dipotasio, tripotasio, litio, dilitio, amonio,
diamonio, calcio y calcio-disodio, més preferiblemente sales disodio o tetrasodio de EDTA, especialmente disodio
EDTA.

Los agentes reguladores adecuados para uso en la invencién son aquellos que son farmacéuticamente o
veterinariamente aceptables. Los agentes reguladores preferidos incluyen, pero no se limitan a, aminas tales como
trietilamina, trietilenotetramina tetraetiletilenodiamina, tetrametilenodiamina y N,N’-dietil -N,N’ -bis (sulfopropil)
etilenodiamina (DESPEN); piperazinas tales como N,N'-dietilpiperazina y piperazina-N,N’-bis(acidos alquilsulfonicos);
histadinas, imidazoles, morfolinas tales como los acidos (N -morfolino) alquilsulfénicos, por ejemplo, acido 2-
morfolinoetanosulfénico y &cido 4-morfolinopropano sulfénico, alcoholes amino tales como 2-aminoetanol y 2-amino
-2- metil -1- propanol (AMP) y trietanolamina, y los aminopolioles, acido bédrico, sales de bicarbonato tales como
bicarbonato de sodio, cloruro de sodio, meglumina, reguladores de fosfato, reguladores de citrato y sales de los
mismos. Particularmente los reguladores preferidos son aminopolioles tales como tris (hidroximetil) aminometano
(también conocido como Tris, THAM, trometamina y trometamol), 2-amino -2- metil -1,3- propanodiol (también
conocido como AMPD), 2,2-bis (hidroximetil) -2,2’,2"-nitrilotrietanol (también conocido como BIS-TRIS) y 1,3-
bis(tris[hidroximetiljmetilamino) propano (también conocido como BIS-TRIS propano y BTP), trietanolamina y sales
de los mismos y mezclas de los mismos. Un regulador especialmente preferido es Tris. En realizaciones preferidas,
la composicién se debe regular entre pH 3 a 9, mas preferiblemente pH 5 a 8. En algunas realizaciones, el pH es
aproximadamente pH 8. En otras realizaciones, el pH estd entre 6y 7.

En realizaciones preferidas, la biguanida polimérica esta presente en una concentracion de 0.0001 % (1ppm) a 10 %
p/p de la composicion, preferiblemente 0.001 a 5 % p/p, mas preferiblemente 0.001 a 2% p/p, especialmente entre
aproximadamente 0.02% y 0.2% p/p. En algunas realizaciones, que incluyen, pero no se limitan a, el uso de
clorhexidina, la concentracién de la bis o biguanida polimérica estd en el rango de mas de 0.02% y 0.5% p/p,
especialmente 0.05 a 0.2% p/p 0 0.1 a 0.2% p/p.

La cantidad de agente quelante presente dependera de la naturaleza del agente quelante y su efectividad en los
iones quelantes de las paredes celulares bacterianas. El agente quelante estara de manera general presente en una
concentracion de 0.0001% (1ppm) a 5% p/p de la composicion, preferiblemente 0.05 a 2% p/p, mas preferiblemente
0.1 a 0.2% p/p, especialmente aproximadamente 0.12% p/p.

La cantidad de agente regulador dependera de la naturaleza del agente regulador y el pH requerido para la
composicion. En algunas realizaciones, el agente regulador estard de manera general presente en una
concentracion de 0.0001% (1 ppm) a 5% p/p de la composicion, preferiblemente 0.01 a 2% p/p, mas preferiblemente
0.1 a 1% p/p, especialmente aproximadamente 0.6% p/p. En otras realizaciones el agente regulador estara presente
en una concentracion en el rango de 0.0001 moles por litro a 5 moles por litro, preferiblemente 0.001 a 2 moles por
litro, mas preferiblemente 0.01 a 0.1 moles por litro, especialmente aproximadamente 0.05 moles por litro.
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En una realizacion, la composicion puede incluir adicionalmente un aditivo que mejora la actividad antimicrobiana de
la composicion. Tales aditivos incluyen propilenglicol, glicerina, polipropilenglicoles, polietilenglicoles, un antibiético o
una mezcla de propilenglicol y/o polipropilenglicoles y/o polietilenglicoles y/o glicerina y/o un antibidtico.

En otra realizacion, el método de la invencién incluye una etapa posterior adicional en la que se administra un
antibiético al mamifero. Tales antibiéticos adecuados incluyen, pero no se limitan a, fluoroquinolonas tales como
ciprofloxacina, norfloxacina, ofloxacina, enoxacina, perfloxacina, fleroxacina, enrofloxacina, marbofloxacina,
sarafloxacina, orbifloxacina, danofloxacin; aminoglicosidas tales como estreptomicina, netilmicina, canamicina,
neomicina, tobramicina, amicacina, sisomicina, ribostamicina, dibecacina, framicetina, gentamicina, penicilinas y
aminopenicilinas tales como penicilina, ampicilina, amoxicilina, nafcilina, oxacillin y ticarcilina, cefalosporinas tales
como ceftriaxona, cefalexina, cefadroxil y ceftiofur, B-lactamas tales como acido clavulanico que se puede utilizar en
conjunto con penicilinas o aminopenicilinas, macrolidas tales como claritromicina y erytromicina y otros antibiéticos
tales como dactinomicina, clindamicina, acido naladixico, cloramfenicol, rifamopin, clofazimina, espectinomicina,
polimixina B, colistina, minociclina, vancomicina, higromicina B o C, &cido fusidico, trimetoprim y cefotaxim.

La administracion topica de acuerdo con la invencion puede ser por medio de una composicion vaporizada o liquida.
Las composiciones liquidas adecuadas incluyen lociones, unglientos y geles e incluyen soluciones acuosas. Las
composiciones preferidas son composiciones acuosas. Las composiciones vaporizadas adecuadas incluyen
rociadores y aerosoles. Preferiblemente la administracion topica es la administracion de una composicion liquida
mediante lavado o mediante la administracion de gotas para los oidos o mediante rociado, tal como aquella
suministrada por una botella de rociado activada. Se conocen en la técnica otros medios adecuados de aplicacion,
por ejemplo, una gasa humectada, hisopo, algodén, espuma, esponja o pafio. Se prefiere particularmente que la
composicion liquida se aplique mediante lavado. Es de beneficio particular el efecto de enjuague fisico que
interrumpe el material acumulado de cera y purulento incrustado lejos del recubrimiento del oido, rompiendo y
permitiendo la penetracion de otras medicaciones y enjuagando el canal auditivo. Se puede aplicar tal composicion
de enjuague utilizando un aplicador de enjuague. Los portadores adecuados para uso en composiciones topicas
incluyen, pero no se limitan a, aceite mineral, propilenglicol, polietilenglicoles, polioxietileno, polioxipropileno, cera
emulsificante, monoestearato de sorbitan, polisorbato 20, polisorbato 60, ésteres cetilo, cera, alcohol cetearilo, 2-
octildodecanol, alcohol bencilico, etanol, N-metil pirrolidona y agua. Un portador especialmente preferido es agua.

Tal como se utiliza aqui, el término "cantidad efectiva" se relaciona con una cantidad de la composicion que, cuando
se administra de acuerdo con un régimen de dosificacion deseado, proporciona la actividad terapéutica deseada o
prevencion de la infeccion. La dosificacion puede ocurrir en intervalos de minutos, horas, dias, semanas, meses o
afos. Una cantidad efectiva inhibidora es una cantidad de la composicién, que cuando se administra de acuerdo con
el régimen de dosificacion deseado, es suficiente para prevenir la multiplicacion de microbios responsables de
infeccién. Una cantidad terapéutica efectiva o cantidad efectiva de tratamiento es una cantidad de la composicion,
que cuando se administra de acuerdo con un régimen de dosificacion deseado, es suficiente para por lo menos
obtener parcialmente el efecto terapéutico deseado, o el retraso del inicio de, o inhibe la progresion de, detencién,
parcialmente o completamente del inicio o progresién de la infeccion o es capaz de reversar o reversar parcialmente
la sensibilidad al antibidtico de los organismos que incluyen la disminucion de la concentracion inhibidora minima
(MIC) o inducen una interaccion sinérgica. Una cantidad efectiva preventiva de la composicion, que cuando se
administra de acuerdo con un régimen de dosificacion deseado, es suficiente para evitar por lo menos parcialmente
o retrasar el inicio de la infeccion.

Se pueden determinar las cantidades de dosificacion adecuadas y los regimenes de dosificacion por el médico o
veterinario que atiende y pueden depender de la severidad de la infeccion asi como también la edad, salud y peso
general del sujeto que se va a tratar.

Aungue en su forma mas simple la composicion de la invencion puede ser una composicién acuosa que consta de
una biguanida polimérica, un agente quelante y un regulador, la composicion también puede incluir otros aditivos
farmacéuticamente aceptables o veterinariamente aceptables, tales como portadores, diluyentes y excipientes,
agentes anti-inflamatorios, farmacos anti-alérgicos y antibiéticos. Los portadores, diluyentes y excipientes adecuados
incluyen, cuando sea apropiado, solventes, agentes de dispersion, conservantes, agentes de penetracion,
tensoactivos, ajustadores de la viscosidad, agentes de absorcién e isotonicos y similares. Algunos solventes, tales
como diversos alcoholes (por ejemplo alcohol bencilico), no se deben administrar topicamente al canal auditivo
debido al efecto irritante en un timpano sensible y/o canal desprovisto de su recubrimiento protector.

En una realizacion preferente, la composicion incluye un tensoactivo amfotérico, catiénico o no iénico o una
combinacién de los mismos. Los tensoactivos adecuados incluyen, pero no se limitan a, polisorbatos, alcoxifenol
etoxilatos, poloxaminas y betainas. Los tensoactivos preferidos son nonoxinol, fosfolipidos octoxinol, polisorbato 20,
polisorbato 80 y cocamidopropil betaina. El tensoactivo estara presente de manera general en una concentracion de
0.0001% p/p (1ppm) a 5% p/p de la composicion, preferiblemente 0.001 a 2% p/p, mas preferiblemente 0.01 a 2%
p/p, especialmente aproximadamente 0.2% p/p. En algunas realizaciones, la cantidad preferida del tensoactivo esta
en el rango de 0.01 a 0.02% p/p de la composicidn, especialmente aproximadamente 0.015% p/p de la composicion.
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Los agentes adecuados que mejoran la penetracion en exudados y ceras o a través del recubrimiento epitelial
(epidermis y dermis) incluyen, pero no se limitan a, dimetil sulféxido, povidona y aceites claros tales como miristato
isopropilo. Los aceites claros también disuelven las ceras de aceite producidas por los oidos y este es un efecto
valioso.

Los agentes anti-inflamatorios adecuados incluyen, pero no se limitan a, corticosteroides tales como prednisolona,
triamcinolona, dexametasona, betametasona y mometasona, farmacos anti-inflamatorios no esteroideos tales como,
pero no limitado a, ibuprofeno, quetoprofeno, suprofeno, caprofeno, meloxicam, acido tolfenamico, piroxicam,
firocoxib y quetorolac. Los farmacos antialérgicos adecuados incluyen, pero no se limitan a, cromolina, emedastina,
olopatadina y ciclosporina.

Los mejoradores de la viscosidad adecuados incluyen, pero no se limitan a, propilenglicol, polietilenglicol,
polipropilenglicoles, bentonita, celulosas tales como metilcelulosa, etilcelulosa y carboximetilcelulosa, y tragacanto.

Los antibidticos adecuados incluyen, pero no se limitan a, fluoroquinolonas tales como ciprofloxacina, norfloxacina,
ofloxacina, enoxacina, perfloxacina, fleroxacina, enrofloxacina, marbofloxacina, sarafloxacina, orbifloxacina,
danofloxacina; aminoglicosidas tales como estreptomicina, netilmicina, canamicina, neomicina, tobramicina,
amikacin, sisomicina, ribostamicina, dibecacina, framicetina, gentamicina, penicilinas y aminopenicilinas tales como
penicilina, ampicilina, amoxicilina, nafcilina, oxacilina y ticarcilina, cefalosporinas tales como ceftriaxona, cefalexina,
cefadroxil y ceftiofur, B-lactamas tales como &cido clavuladnico que se puede utilizar en conjunto con penicilinas o
aminopenicilinas, macrolidas tales como claritromicina y eritromicina y otros antibidticos tales como dactinomicina,
clindamicina, acido naladixico, cloramfenicol, rifamopin, clofazimina, espectinomicina, polimixina B, colistina,
minociclina, vancomicina, higromicina B o C, acido fusidico, trimetoprim y cefotaxim.

La composicion puede incluir opcionalmente un conservante. Muchos conservantes y mezclas de los mismos se
conocen por lo tanto por aquellos expertos en la técnica. Los conservantes adecuados que se pueden incorporar en
la composicion incluyen, pero no se limitan a, benzoato de sodio, alfa-tocoferol, acido ascorbico, acido sérbico, acido
benzoico, metil parabeno, etil parabeno, propil parabeno, butil parabeno o bisulfito de sodio. En algunas
realizaciones el conservante es metil parabeno, propil parabeno o mezclas de los mismos.

De acuerdo con una realizacion adicional, se proporciona un uso de

(i) agua,

(i) un agente quelante,

(iii) un agente regulador, y

(iv) por lo menos una biguanida polimérica o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, en la fabricacién de

un medicamento para el tratamiento o profilaxis de infecciones del oido externo de un mamifero; en donde la
biguanida polimérica es un compuesto de la formula (I1):

x-“—[z—NH C——NH—C— NH]——Z—X‘
| I am
NH NH

0 un tautémero del mismo, en donde Z esta ausente o un grupo de puente divalente y cada Z puede ser igual o
diferente a través del polimero;

n es por lo menos 3;y

x3 y x* se seleccionan independientemente de -NH,, -NH-C(=NH)-NH-CN, alquilo opcionalmente sustituido,
cicloalquilo opcionalmente sustituido, arilo opcionalmente sustituido, heterociclilo opcionalmente sustituido vy
heteroarilo opcionalmente sustituido;

0 una sal farmacéuticamente o veterinariamente aceptable de los mismos.

El canal auditivo de un perro medio es largo y complicado y no es por lo tanto auto limpiable. Los perros no son
capaces de mantener sus oidos suficientemente limpios para evitar la infeccion. Los perros que son particularmente
susceptibles a infecciones de oido tienden a tener pelo largo y orejas colgantes.
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Una dificultad adicional para el tratamiento de infecciones de oido de perros es que una vez las gotas o el liquido se
han puesto en los canales auditivos, es un reflejo agitar sus cabezas para retirar el liquido. Es importante tener un
lavado de oido o composicion que actuara rapidamente luego de la administracién al canal auditivo.

En otra realizacion preferente se proporciona una composicion veterinaria de lavado de oido que comprende:

(i) agua,

(i) un agente quelante,

(iii) un agente regulador, y

(iv) por lo menos una biguanida polimérica o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma; en donde por lo

menos esta presente una biguanida polimérica en la composiciéon en una cantidad de entre 0.02% a 0.5% p/p; en
donde la biguanida polimérica es un compuesto de la férmula (lll):

x3—{z—NH—c—NH— C——NH—Z——X4
I I " am
NH NH

0 un tautémero del mismo, en donde Z esta ausente o un grupo de puente divalente y cada Z puede ser igual o
diferente a través del polimero;

n es por lo menos 3;y

x3 y x* se seleccionan independientemente de -NH,, -NH-C(=NH)-NH-CN, alquilo opcionalmente sustituido,
cicloalquilo opcionalmente sustituido, arilo opcionalmente sustituido, heterociclilo opcionalmente sustituido y
heteroarilo opcionalmente sustituido; o una sal farmacéuticamente o veterinariamente aceptable de los mismos.

Preferiblemente la biguanida polimérica es PHMB, el agente quelante es EDTA tetrasodio o disodio y el agente
regulador es Tris.

En todavia otra realizacion preferente, se proporciona una composicion veterinaria para lavado de oido que
comprende:

(i) agua,

(i) un agente quelante,

(iii) un agente regulador,

(iv) por lo menos una biguanida polimérica o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, y

(v) conservante; en donde el componente (iv) esta presente en una concentracion en el rango de entre 0.02% a
0.5% p/p de la composicién; y en donde por lo menos esta presente una biguanida polimérica en la composicion en
una cantidad de entre 0.02% a 0.5% p/p; en donde la biguanida polimérica es un compuesto de la formula (III):

X3—Z —NH——C——NH—C m:} z x4
n

I I am
NH NH

0 un tautémero del mismo, en donde Z esta ausente o un grupo de puente divalente y cada Z puede ser igual o
diferente a través del polimero;

n es por lo menos 3; y x3 y X" se seleccionan independientemente de -NH;, -NH-C(=NH)-NH-CN, alquilo
opcionalmente sustituido, cicloalquilo opcionalmente sustituido, arilo opcionalmente sustituido, heterociclilo
opcionalmente sustituido y heteroarilo opcionalmente sustituido;

o0 una sal farmacéuticamente o veterinariamente aceptable de los mismos.
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Breve Descripcion de las Figuras

La Figura 1 es una representacion grafica de la reducciéon promedio en Numero de Pseudomonas aeruginosa (R%)
para una composicion de polihexinida/TrissEDTA comparada con una composicion de Tris/EDTA en periodos de
exposicion de 15 y 30 segundos.

La Figura 2 es una representacion grafica de la reduccion promedio en nimeros de Staphylococcus intermedius
(R%) para una composicion de polihexinida/TrissEDTA comparada con una composicion de Tris/EDTA en periodos
de exposicién de 15 y 30 segundos.

La Figura 3 es una representacion gréfica de la reduccion promedio en numeros de Malassezia pachydermatis (R%)
para una composicion de polihexinida/TrissfEDTA comparada con una composicién de Tris/EDTA en periodos de
exposicion de 15 segundos.

La Figura 4 es una representacion gréafica de la reversion de susceptibilidad antibidtica in vitro para Pseudomonas
aeruginosa expuesto a una formulacion para el lavado de oidos que contiene la composicion de
polihexinida/TrissEDTA comparada con una composicion de Tris/EDTA.

La Figura 5 es una representacion grafica de la reversion de susceptibilidad antibiética in vivo para Pseudomonas
aureginosa expuestas a una formulacion para lavado de oidos que contienen la composicién polihexinida/Tris/EDTA
comparado con una composicion de Tris/EDTA.

Aquellos expertos en la técnica apreciardn que la invencidén descrita en la presente patente es susceptible a
variaciones y modificaciones diferentes a aquellas descritas. Cabe entender que la invencién incluye todas tales
variaciones y modificaciones que caen dentro de la invencién.

La invencion ahora se describira con referencia a los siguientes ejemplos que se incluyen solo para proposito de
ilustracion y no pretenden limitar la generalidad de la invencion descrita aqui anteriormente.

Ejemplos

Composicion 1

Componente g/L
Tris 6.05
EDTA disodio 1.20
Cosmocil CQ™ 1.0
Propilenglicol 20.0
Polisorbato 20 2.0
Acido fosférico apH8.0
Agua purificada allL

Se agrega Tris, EDTA disodio, cosmocil CQ™, Polisorbato 20 y propilenglicol a aproximadamente 750 g de agua
purificada y se agita hasta que se disuelve. Se ajusta a pH 8.0 con acido fosférico. Se agrega balance de agua
purificada a masa final de 1L.

Composicion 2

Componente g/L
Tris 6.05
EDTA disodio 1.20
Cosmocil CQ™ 1.0

11
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(continuacién)

Componente g/L

Polisorbato 20 2.0

Acido fosférico  apH

Polisorbato 20 8.0
Agua 2.0
purificada allL

Se agrega Tris, EDTA disodio, cosmocil CQ™, Polisorbato 20 a aproximadamente 750g de agua purificada y se
agita hasta que se disuelve. Se ajusta a pH 8.0 con acido fosférico. Se agrega balance de agua purificada en masa
final de 1L.

Composicion 3

Componente g/L
Tris 300
EDTA disodio 125
Clorhexidina gluconato 135

(como solucién al 20%)

Agua purificada a250¢g

Se agrega Tris, EDTA disodio, clorhexidina gluconato a aproximadamente 200g de agua purificada y se agita hasta
gue se disuelve. Se agrega todo balance de agua purificada en masa final de 250g. pH final de 8.7.

Composiciones 4-8

g/L Composicion 4 | Composicion 5 | Composicion 6 | Composicion 7 | Composicion 8
Tris 6.05 -- -- -- -
Bis-Tris - 10.5 -- -- -
BTP -- -- 14.1 -- --
AMPD - - - 5.3 -
AMP - - - - 4.5
Edetato disodio 1.2 1.2 12 1.2 1.2
Acido clorhidrico apH6.7 apH7.0 apH®6.9 apH6.8 apH6.8
(concentrado)

Etil parabeno 1.0 10.3.0 1.0 1.0 1.0
Propil parabeno 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3
Propilenglicol 50 50 50 50 50

12
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(continuacidn)

g/L Composicion 4 | Composicion 5 | Composicion 6 | Composicion 7 | Composicion 8
Cocoamidopropil 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
betaina al 30%

Cosmocil CQ 10 10 10 10 10

Agua purificada alL allL allL allL alL

Se disuelven agentes reguladores y edetato disodio en agua purificada. Se ajusta el pH a cerca de un pH neutro con
acido clorhidrico. Se disuelven los parabenos en propilenglicol y se agrega al volumen. Se agrega cocamidopropil
betaina. Se agrega Cosmocil CQ. Se agrega en volumen y se revisa el pH.

Composicion Comparativa 1 (Comprada como Dermapet TrizEDTA)

Componente mg
Tris 533
EDTA disodio 141
trisHCI 176

Agua purificada allz2 ML

Se mezclan Tris, EDTA disodio y trisHCI y se muelen. La mezcla molida se agrega a una botella y se agrega 112 mL
de agua. La botella se agita durante 10 segundos para disolver y luego se deja reposar durante 2 horas. El pH esta
entre 7.9y 8.1.

Composicion Comparativa 2 (Comprada como DVM Pharmaceuticals T8 Solution™)

Componente g/L
Tris 4.7
Tris HCI 4.3
EDTA tetrasodio 1.3
Nonoxinol 12 5.0
PPG 12/ PEG 50 5.0
Alcohol bencilico 12.0

Agua purificada hasta 1L

Se agregan EDTA tetrasodio, Tris, Tris HCI, alcohol bencilico, nonoxinol 12, y polipropilenglicol 12 (PPG 12) y
polietilenglicol 50 (PEG 50) en forma de etapas a un beaker de agua con agitacion. El pH se ajusta a 8.5 y el
volumen se hace con un 1L, con agua.

Ejemplo 1

Se obtienen veinte bacterias Pseudomonas aeruginosa aisladas de la Universidad y laboratorios comerciales que
reciben muestras de casos clinicos. Se seleccionan los aislados para resistencia maxima a los antibidticos usuales
disponibles en la préactica clinica. Se exponen cuatro mililitros de dos formulaciones Tris EDTA, Composicion 1y
Composicion Comparativa 1, con un indculo de 1mL que contiene (en promedio) 10° unidades formadoras de colonia
(CFU) por mL de los organismos para un grado especifico y tiempo variante. El conteo vivo (mediante dilucién en
Regulador de PBS con lecitina en CFU) después del tiempo de tratamiento se calcula al subcultivar un volumen
especifico en medio de crecimiento y se cultiva en una incubadora a 37°C durante 24 horas.

Los resultados se expresan como %R. El R%=100(1-Ta/Cax Cb/Tb) donde R = reduccién en nimeros de microbios
debido a tratamiento. ta = conteo medio en el grupo de tratamiento después de tratamiento. Tb= Conteo medio en el

13



10

15

20

25

30

35

40

ES 2369 670 T3

grupo de tratamiento antes de tratamiento. Ca = conteo medio en el grupo de control después de tratamiento. Cb =
Conteo medio en el grupo de control antes de tratamiento de materiales y métodos.

Los resultados se muestran en la Figura 1. La Figura 1 muestra una reduccion rapida y significativa en nimeros de
microbios cuando los micro-organismos se exponen en la Composicién 1 que comprende Tris, EDTA y polihexanida,
cuando se compara con la exposicion con Composicion Comparativa 1 que es un producto Tris/EDTA.

Ejemplo 2

Se obtienen cinco bacterias Staphylococcus aisladas de la Universidad y laboratorios comerciales que reciben
muestras de casos clinicos.

Se exponen cuatro milimetros de dos formulaciones Tris EDTA, Composicion 1 y Composicién Comparativa 1, con
un inéculo de 1mL que contiene (en promedio) 10® unidades formadoras de colonia (CFU) por mL de organismos
durante un tiempo variable y graduado especifico. Se calcula el conteo vivo (mediante dilucion en Regulador PBS
con lecitina en CFU) después del tiempo de tratamiento al subcultivar un volumen especifico en medio de
crecimiento y se cultiva en una incubadora a 37°C durante 24 horas.

Los resultados se expresan como %R, como se bosqueja en el Ejemplo 1 anterior.
Los resultados se muestran en la Figura 2.

La Figura 2 muestra una reduccion rapida y significativa en nimeros de microbios cuando los micro-organismos se
exponen a la Composiciéon 1 que comprende Tris, EDTA y polihexanida, cuando se compara con exposicion con la
Composicion Comparativa 1 que es un producto Tris/EDTA.

Ejemplo 3

Se obtiene una levadura Malassezia pachydermatis aislada obtenida de un laboratorio comercial que recibe
muestras de casos clinicos.

Se exponen cuatro milimetros de dos formulaciones Tris EDTA, Composicion 1 y Composicion Comparativa 1, con
un in6culo de 1mL que contiene (en promedio) 10° unidades formadoras de colonia (CFU) por mL de organismos
durante un tiempo variable y graduado especifico. Se calcula el conteo vivo (mediante dilucion en Regulador PBS
con lecitina en CFU) después del tiempo de tratamiento al subcultivar un volumen especifico en medio de
crecimiento y se cultiva en una incubadora 37°C durante 48-72 horas.

Los resultados se expresan como %R, como se describe en el Ejemplo 1.

Los resultados se muestran en la Figura 3.

La Figura 3 muestra una reduccion rapida y significante en nimeros de levadura cuando los micro-organismos se
exponen a la Composicion 1 que comprende Tris, EDTA y polihexanida, cuando se compara con la exposicién con la
Composicion Comparativa 1 que es un producto Tris/EDTA.

Ejemplo 4

Los organismos que sobreviven del Ejemplo 1 anterior luego se prueban para susceptibilidad antimicrobiana
mediante el Método de Difusién de Disco de Kirby-Bauer de acuerdo con el Comité

Nacional para Estandares Clinicos (NCC 1990 MA-A4). Los Discos de Sensibilidad Antibiética: Ciprofloxacina (CIP),
Amicacina (AK), Neomicina (N), Enrofloxacina (ENR), Polimixina B (PB), Cloramfenicol (C), Gentamicina (GN),
Clavulox (AMC), Ticarcilina (TIC), Framicetina (FY), Trimetoprima (SXT), y Cefotaxima (CTX).

La prueba de susceptibilidad antimicrobiana se expresa de acuerdo con el Método de Difusion de Disco der Kirby-
Bauer y es el método estandarizado por el Comité Nacional para los Estandares de Laboratorio Clinico (NCCLS,
1990, MA-A4). Se expresa el % de aislados que cambian de resistente a un estado mas susceptible.

Los resultados se muestran en la Figura 4 e indican que existe un incremento significativo en la sensibilidad de los
micro-organismos a los antibidticos después de tratamiento con la Composicion 1 cuando se compara con la
sensibilidad de los micro-organismos tratados con la Composicion Comparativa 1.
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Ejemplo 5

Se pretratan diez pacientes caninos con otitis externa por Pseudomonas resistente que han fallado los tratamientos
convencionales con la Composicién 1 o la Composicién Comparativa 1. Se obtienen muestras de cultivo para prueba
de sensibilidad antibiética antes y después de enjuagar el canal auditivo con la solucion. Los oidos luego se tratan
de nuevo con medicacion convencional similar a aquella utilizada en el Ejemplo 4.

Los resultados se muestran en la Figura 5 e indican que hubo un incremento significativo en la susceptibilidad de los
microorganismos de Pseudomonas que infectan los oidos de los perros cuando se tratan con la Composicién 1
comparado con la sensibilidad de los micro-organismos que infectan los oidos de los perros tratados con la
Composicion Comparativa 1. No se observan efectos adversos u ototoxicidad cuando los perros se tratan con la
Composicion 1.

Ejemplo 6

Se obtienen cuatro bacterias Pseudomonas aeruginosa aisladas de universidad y laboratorios comerciales que
reciben muestras de casos clinicos. Se seleccionan los aislados para resistencia maxima a los antibidticos usuales
disponibles en la practica clinica.

Se exponen cuatro milimetros de tres formulaciones Tris EDTA, Composiciéon 4, Composicion Comparativa 1 y
Composicion Comparativa 2, con un inéculo de 1 mL que contiene (en promedio) 10 unidades formadoras de
colonia (CFU) por mL de organismos durante un tiempo variable y graduado especifico. Se calcula el conteo vivo
(mediante dilucion en Regulador PBS con lecitina en CFU) después del tiempo de tratamiento al subcultivar un
volumen especifico en medio de crecimiento y se cultiva en una incubadora a 37° C durante 24 horas.

Los resultados se expresan como %R como se bosqueja en el Ejemplo 1.

Los resultados se muestran en la Tabla 1. La Tabla 1 muestra una reduccion rapida y significativa en los nimeros de
microbios cuando los microorganismos que se exponen a la Composicion 4, que comprende Tris, EDTA y
polihexanida cuando se compara con las Composiciones Comparativas que son los productos Tris/EDTA.

Tabla 1

Pseudomonas aeruginosa

%R

Composicion 4

Composicion
Comparativa 1

Composicion
Comparativa 2

15 segundos

99.95

47.21

89.55

38.73

91.58

30 segundos 99.95

Ejemplo 7

Se obtienen dos bacterias Staphylococcus intermedius aisladas de la Universidad y laboratorios comerciales que
reciben muestras de casos clinicos.

Se exponen cuatro milimetros de tres formulaciones Tris EDTA, Composicion 4, Composicion Comparativa 1 y
Composicion Comparativa 2, con un inoculo de 1 mL que contiene (en promedio) 10° unidades formadoras de
colonia (CFU) por mL de organismos durante un tiempo variable y graduado especifico. Se calcula el conteo vivo
(mediante dilucion en Regulador PBS con lecitina en CFU) después del tiempo de tratamiento al subcultivar un
volumen especifico en medio de crecimiento y se cultiva en una incubadora a 37° C durante 24 horas.

Los resultados se expresan como %R, como se bosqueja en el Ejemplo 1 anterior.

Los resultados se muestran en la Tabla 2. La Tabla 2 muestra una reduccion rapida y significativa en los nimeros de
microbios cuando los microorganismos que se exponen a la Composicion 4, que comprende Tris, EDTA y
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polihexanida cuando se compara con exposicién con la Composicion Comparativa 1 0 2 que son los productos
Tris/EDTA.

Tabla 2
Staphylococcus intermedius
%R Composicion 4 Composicion Composicion
Comparativa 1 Comparativa 2
15 segundos 100.00 14.87 16.58
30 segundos 100.00 9.03 31.08

Ejemplo 8

Se obtienen dos bacterias Pseudomonas aeruginosa aisladas de la Universidad y laboratorios comerciales que
reciben muestras de casos clinicos. Se seleccionan los aislados para resistencia maxima a los antibiéticos usuales
disponibles en la practica clinica.

Se exponen cuatro milimetros de cinco formulaciones Tris EDTA, Composicion 4, Composicion 5, Composicion 6,
Composicion 7, y Composicién 8, con un inéculo de 1 mL que contiene (en promedio) 10°® unidades formadoras de
colonia (CFU) por mL de organismos durante un tiempo variable y graduado especifico. Se calcula el conteo vivo
(mediante dilucion en Regulador PBS con lecitina en CFU) después del tiempo de tratamiento al subcultivar un
volumen especifico en medio de crecimiento y se cultiva en una incubadora a 37° C durante 24 horas.

Los resultados se expresan como %R como se bosqueja en el Ejemplo 1.

Los resultados se muestran en la Tabla 3. La Tabla 3 no muestra diferencia en la reduccién en los nimeros de
microbios cuando los microorganismos que se exponen a las composiciones comprenden EDTA y polihexanida e
incluyen un rango de alcohol amino o reguladores aminopoliol.

Tabla 3
Pseudomonas aeruginosa
%R 15 segundos %R 30 segundos

Composicion 4 99.91 99.90
Composicion 5 99.90 99.97
Composicion 6 99.91 99.98
Composicion 7 100.00 99.97
Composicion 8 99.99 100.00

Ejemplo 9

Se obtienen dos bacterias Proteus spp. aisladas de la Universidad y laboratorios comerciales que reciben muestras
de casos clinicos.

Se exponen cuatro milimetros de tres formulaciones Tris EDTA, Composicién 4, Composicion Comparativa 1 y
Composicion Comparativa 2, con un inéculo de 1 mL que contiene (en promedio) 10° unidades formadoras de
colonia (CFU) por mL de organismos durante un tiempo variable y graduado especifico. Se calcula el conteo vivo
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(mediante dilucion en Regulador PBS con lecitina en CFU) después del tiempo de tratamiento al subcultivar un
volumen especifico en medio de crecimiento y se cultiva en una incubadora a 37° C durante 24 horas.

Los resultados se expresan como %R, como se bosqueja en el Ejemplo 1 anterior.

Los resultados se muestran en la Tabla 4. La Tabla 4 muestra una reduccion rapida y significativa en los nimeros de
microbios cuando los microorganismos que se exponen a la Composicion 4, que comprende Tris, EDTA y
polihexanida cuando se compara con exposicion con las Composiciones Comparativas 1 o 2 que son los productos
Tris/EDTA.

Tabla 3

Proteus spp.

%R

Composicion 4

Composicion
Comparativa 1

Composicion
Comparativa 2

15 segundos

3341

14.12

21.39

30 segundos

46.82

20.67

16.68

Ejemplo 10

Se obtienen dos bacterias Escherichia coli aisladas de la Universidad y laboratorios comerciales que reciben
muestras de casos clinicos.

Se exponen cuatro milimetros de tres formulaciones Tris EDTA, Composicion 4, Composicion Comparativa 1 y
Composicion Comparativa 2, con un inoculo de 1 mL que contiene (en promedio) 10° unidades formadoras de
colonia (CFU) por mL de organismos durante un tiempo variable y graduado especifico. Se calcula el conteo vivo
(mediante dilucion en Regulador PBS con lecitina en CFU) después del tiempo de tratamiento al subcultivar un
volumen especifico en medio de crecimiento y se cultiva en una incubadora a 37° C durante 24 horas.

Los resultados se expresan como %R, como se bosqueja en el Ejemplo 1 anterior.

Los resultados se muestran en la Tabla 5. La Tabla 5 muestra una reduccion rapida y significativa en los numeros de
microbios cuando los microorganismos que se exponen a la Composicion 4, que comprende

Tris, EDTA y polihexanida cuando se compara con exposicion con las Composiciones 1 o 2 Comparativas que son
los productos Tris/ EDTA.

Tabla 5

Escherichia coli

%R

Composicion 4

Composicion
Comparativa 1

Composicion
Comparativa 2

15 segundos

100.00

19.81

34.23

30 segundos

100.00

13.90

4.83
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Ejemplo 11

Se obtienen dos levaduras Malassezia pachydermatis aisladas de un laboratorio comercial que recibe las muestras
de casos clinicos.

Se exponen cuatro milimetros de tres formulaciones Tris EDTA, Composicién 4, Comé)osicién Comparativa 1 y
Composicion Comparativa 2, con un inéculo de 1 mL que contiene (en promedio) 10° unidades formadoras de
colonia (CFU) por mL de organismos durante un tiempo variable y graduado especifico. Se calcula el conteo vivo
(mediante dilucion en Regulador PBS con lecitina en CFU) después del tiempo de tratamiento al subcultivar un
volumen especifico en medio de crecimiento y se cultiva en una incubadora a 37° C durante 48-72 horas.

Los resultados se expresan como %R, como se describe en el Ejemplo 1.

Los resultados se muestran en la Tabla 6. La Tabla 6 muestra una reduccion rapida y significativa en los nimeros de
levadura cuando los microorganismos que se exponen a la Composicion 4 que comprende Tris, EDTA y
polihexanida cuando se compara con exposicion con las Composiciones 1 o 2 Comparativas que son los productos
Tris/EDTA.

Tabla 6
Malassezia pachydermatis
%R Composicion 4 Composicion Composicion
Comparativa 1 Comparativa 2
15 segundos 99.06 37.07 0.00
30 segundos 100.00 74.58 22.78

Ejemplo 12

Los organismos que sobreviven del Ejemplo 6 anterior luego se prueban para susceptibilidad antimicrobiana
mediante el Método de Difusion de Disco de Kirby-Bauer de acuerdo con el Comité Nacional para los Estandares
Clinicos (NCC 1990 MA-A4). Los Discos de Sensibilidad Antibiética: Amicacina (AK), Neomicina (N), Enrofloxacina
(ENR), Polimixina B (PB), Gentamicina (GN), Ticarcillina (TIC), y Framicetina (FY).

La prueba de susceptibilidad antimicrobiana que se expresa de acuerdo con el Método de Difusion de Disco de
Kirby-Bauer es el método estandarizado por el Comité Nacional para los Estdndares de Laboratorio Clinicos
(NCCLS, 1990, MA-A4). Se expresa el % de aislados que cambian de resistentes a un estado mas susceptible.

Los resultados se muestran en la Tabla 7 e indican que existe un incremento significativo en la sensibilidad del
micro-organismo a los antibiéticos después de tratamiento con la Composicién 4 que comprende Tris, EDTA y
polihexanida cuando se compara con la sensibilidad de los micro-organismos tratados con las Composiciones 1 o 2
Comparativas que son los productos Tris/EDTA.

Tabla 7
Pseudomonas aeruginosa
Composicion 4 Composicion Composicion
Comparativa 1 Comparativa 2
% de reversion promedio 23 5 14
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Ejemplo 13

Una composicion de tris EDTA polihexanida, como se describe aqui, la Composicion Comparativa 1 y la
Composicion Comparativa 2, se prueban para eficacia del conservante antimicrobiano utilizando BP 2003 Apéndice
XVI C y los resultados se resumen en la Tabla 8. En contraste a las Composiciones 1 y 2 Comparativas,
Composicion 4, la composicion de tris EDTA polihexanida, cumple con los requerimientos del conservante

antimicrobiano BP (Criterio A).
Tabla 8
Eficacia de conservacién antimicrobiana

Criterios de aceptacion para BP 2003- Criterios A de Preparacion del Oido

Srtaphylococcus aureus
Log cfu/ml
Formulacién de Enjuague InG
noculo/ ml de "
i 6 horas 24 horas 28
de Oido Formulacion dias
Composicidén 4 6.18 pasa pasa ' pasa
Composicion Comparativa 1 7.94 pasa pasa ~ pasa
Compeosicion Comparativa 2 7.94 pasa pasa pasa
Pseudomonas aﬂéinn.m
Formulacién de Enjuague - Log chu/ml
de Oido Inéculo/ ml de 6 horas 24 horas 28 dias
Formulacidn
Composicién 4 . 5.97 pasa pasa pasa
Composicién Comparativa 1 5.97 pasa pasa pasa
Composiciéon Comparativa 2 5.97 pasa pasa pasa
Candidz albicans
Log cfu/ml
Formulacién de Enjuague InG
. noculo/ ml de 7 dias 28 dias
de Oido Formulacion
Composicion 4 6.15 pasa pasa
Composicién Comparativa 1 - 6.18 pasa pasa
Composicién Comparativa 2 6.18 pasa pasa
Aspergillus niger
Lo 1
Formulacién de Enjuague - og cfu/m
de Oido Inéculo/ ml de 7 dias 28 dias
Formulacion
Composicion 4 6.15 pasa pasa
Composicién Comparativa 1 3.84 falla falla
Composicion Comparativa 2 5.84 falla pasa
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REIVINDICACIONES
1. Unuso de
(i) un agente quelante,
(i) un agente regulador, y

(iii) por lo menos una biguanida polimérica o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, en la fabricacién de
un medicamento para el tratamiento o profilaxis de infecciones del oido externo de un mamifero; en donde la
biguanida polimérica es un compuesto de la formula (l11):

x’-—[z—NH—c—NH——-c-——NH]—z——x‘
I | " ()
NH NH

0 un tautémero del mismo, en donde Z esta ausente o un grupo de puente divalente y cada Z puede ser igual o
diferente a través del polimero;

n es por lo menos 3; y

x3 y x* se seleccionan independientemente de -NH,, -NH-C(=NH)-NH-CN, alquilo opcionalmente sustituido,
cicloalquilo opcionalmente sustituido, arilo opcionalmente sustituido, heterociclilo opcionalmente sustituido vy
heteroarilo opcionalmente sustituido; o una sal farmacéuticamente o veterinariamente aceptable de los mismos.

2. Uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la biguanida polimérica es un compuesto de la férmula (1V):

X3—(CHz)g,A['{Cth—NH——C—NH—C—NH—(CH2)3+{CH2)3—X‘

n
NH NH
)

0 un tautémero del mismo, en donde n es un entero de 3 a 500 y x3 y X* se seleccionan independientemente de -
NH2, -NH-C(=NH)-NH-CN, alquilo opcionalmente sustituido, cicloalquilo opcionalmente sustituido, arilo
opcionalmente sustituido, heterociclilo opcionalmente sustituido y heteroarilo opcionalmente sustituido; una sal
farmacéuticamente aceptable de los mismos.

3. Uso de acuerdo con la reivindicacion 2, en donde en el compuesto de la férmula (IV), n tiene un valor promedio de
3als.

4. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el agente quelante se selecciona de
acidos aminocarboxilicos, deferoxamina, dimercaprol, citrato, penicilamina, poliéteres macrociclicos y bisfosfonatos y
sus sales y mezclas de los mismos.

5. Uso de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde el agente quelante es EDTA disodio, EDTA trisodio, EDTA
tetrasodio, EDTA dipotasio, EDTA tripotasio, EDTA de litio, EDTA dilitio, EDTA de amonio, EDTA diamonio y EDTA
disodio de calcio.

6. Uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde el agente quelante es EDTA disodio.

7. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde el agente regulador se selecciona de
trietilamina, trietilenotetramina, tetraetiletiienodiamina, tetrametilenodiamina, N,N’-dietil-N,N’-bis (sulfopropil) -
etilenodiamina,  N,N’-dietilpiperazina, piperazina-N,N’-bis(acidos alquilsulfénicos), é&cidos (N -morfolino)
alquilsulfonicos, 2-aminoetanol, 2-amino -2- metil -1- propanol, trietanolamina, tris (hidroximetil) aminometano, 2-
amino -2- metil -1,3- propanodiol, bis- (2-hidroxietil) imino-tris (hidroximetil) metano, 2-dimetilamino -2- metil -1-
propanol, 2-amino -2- etil -1,3- propanodiol y 1,3-bis(tris [hidroximetil] metilamino) propano, &cido N,N- bis (2-
hidroxietil) -2- aminoetanosulfénico, acido N-[tris (hidroximetil) metil] -3- aminopropanosulfénico, N,N-Bis (2-
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hidroxietil) glicina, N,N-Bis (2-hidroxietil) taurina, dietanolamina, trietanolamina N-tris (hidroximetil) metilglicina y sales
de los mismos y mezclas de los mismos.

8. Uso de acuerdo con la reivindicacion 7, en donde el agente regulador es tris (hidroximetil) aminometano y/o sales
de los mismos.

9. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, que comprende adicionalmente la etapa de
administrar un antibiético al mamifero.

10. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde el mamifero es un perro.
11. Una composicion farmacéutica o veterinaria para el lavado de oido que comprende:

(i) un agente quelante,

(i) un agente regulador, y

(iii) por lo menos una biguanida polimérica o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, en donde por lo
menos esta presente una biguanida polimérica en la composicion en una cantidad de entre 0.02% a 0.5% p/p; en
donde la biguanida polimérica es un compuesto de la férmula (111):

x3—[z—NH—c—NH—c—NH Z—X4

| | I am
NH NH

0 un tautémero del mismo, en donde Z esta ausente o un grupo de puente divalente y cada Z puede ser igual o
diferente a través del polimero;

n es por lo menos 3;y

x3 y x* se seleccionan independientemente de -NH,, -NH-C(=NH)-NH-CN, alquilo opcionalmente sustituido,
cicloalquilo opcionalmente sustituido, arilo opcionalmente sustituido, heterociclilo opcionalmente sustituido vy
heteroarilo opcionalmente sustituido;

0 una sal farmacéuticamente o veterinariamente aceptable de los mismos.

12. Una composicion de acuerdo con la reivindicaciéon 11, en donde la biguanida polimérica es un compuesto de la
férmula (1V):

Xa_(CH2)3<[‘(CH2) 3"""NH——“’C"_—NH -—C—"-NH—_(CHZ)S‘]'_tCHZ):l —x?
n

NH NH
I

0 un tautémero del mismo, en donde n es un entero de 3 a 500 y x3 y X* se seleccionan independientemente de -
NH2, -NH-C(=NH)-NH-CN, alquilo opcionalmente sustituido, cicloalquilo opcionalmente sustituido, arilo
opcionalmente sustituido, heterociclilo opcionalmente sustituido y heteroarilo opcionalmente sustituido; una sal
farmacéuticamente aceptable de los mismos.

13. Una composicién de acuerdo con la reivindicacion 12, en donde en el compuesto de la formula (IV), n tiene un
valor promedio de 3 a 15.

14. Una composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, en donde el agente quelante se
selecciona de &cidos aminocarboxilicos, deferoxamina, dimercaprol, citrato, penicilamina, poliéteres macrociclicos y
bisfosfonatos y sus sales farmacéuticamente y veterinariamente aceptables.

15. Una composicion de acuerdo con la reivindicacién 14, en donde el agente quelante es EDTA disodio, EDTA
trisodio, EDTA tetrasodio, EDTA dipotasio, EDTA tripotasio, EDTA de litio, EDTA dilitio, EDTA de amonio, EDTA
diamonio y EDTA disodio de calcio.

16. Una composicion de acuerdo con la reivindicacién 15, en donde el agente quelante es EDTA disodio.
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17. Una composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 16, en donde el agente regulador
se selecciona de trietilamina, trietilenotetramina, tetraetiletiienodiamina, tetrametilenodiamina, N,N’-dietil-N,N’-bis
(sulfopropil) -etilenodiamina, N,N’-dietilpiperazina, piperazina-N,N’-bis(acidos alquilsulfénicos), acidos (N -morfolino)
alquilsulfonicos, 2-aminoetanol, 2-amino -2- metil -1- propanol, trietanolamina, tris (hidroximetil) aminometano, 2-
amino -2- metil- 1,3-propanodiol, bis- (2-hidroxietil) imino-tris (hidroximetil) metano, 2-dimetilamino -2- metil -1-
propanol, 2- amino -2- etil -1,3- propanodiol y 1,3-bis(tris [hidroximetil] metilamino) propano, acido N,N-bis (2-
hidroxietil) -2- aminoetanosulfénico, acido N-[tris (hidroximetil) metil] -3- aminopropanosulfonico, N,N-Bis (2-
hidroxietil) glicina, N,N-Bis (2-hidroxietil) taurina, dietanolamina, trietanolamina N-tris (hidroximetil) metilglicina y sales
farmacéuticamente y veterinariamente aceptables de los mismos y mezclas de los mismos.

18. Una composicién de acuerdo con la reivindicaciéon 17, en donde el agente regulador es tris (hidroximetil)
aminometano y/o sales farmacéuticamente y veterinariamente aceptables de los mismos.

19. Una composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 18, que comprende adicionalmente
un aditivo que mejora la actividad antimicrobiana, en donde el aditivo que mejora la actividad antimicrobiana se
selecciona de propilenglicol, glicerina, polipropilenglicoles, polietilenglicoles, un antibiético o mezcla de los mismos.

20. Una composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 18, que comprende adicionalmente
un agente anti-inflamatorio.

21. Una composicién de acuerdo con la reivindicacion 20, en donde el agente anti-inflamatorio se selecciona de
corticosteroides y farmacos anti-inflamatorios no esterideos.

22. Una composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 21 en donde la biguanida
polimérica esta presente en una cantidad de aproximadamente 0.02% a 0.2% p/p.
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ura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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