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@ Resumen:

Uso de un iminoazucar como inhibidor de la adherencia a
células epiteliales.

La presente invencién se refiere al uso humano o veteri-
nario de un iminoazlcar en la prevencién y/o tratamien-
to coadyuvante de infecciones bacterianas, desequilibrios
de la microbiota o patologias asociadas a desequilibrios
de la microbiota. También se refiere al uso de una com-
binacion del mismo con otros agentes bioactivos en las
indicaciones anteriores, y a una composicion farmacéuti-
ca que contiene dicha combinacion.
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DESCRIPCION

Uso de un iminoazicar como inhibidor de la adherencia a células epiteliales.
Estado de la técnica

Las superficies de las mucosas constituyen el primer sitio de penetracién al organismo humano de la mayoria de
los agentes patogenos. La gran mayoria de estos agentes infecciosos afectan al huésped por contacto inicial sobre las
superficies de las mucosas. Las superficies de las mucosas del organismo incluyen, las mucosas de la cavidad oral,
las vias respiratorias, el tracto gastrointestinal y el tracto genitourinario. Por tanto se puede decir, que la adherencia
bacteriana a las superficies de las mucosas se considera un prerrequisito muy importante para la colonizacién y la
infeccion de las bacterias. Para que el primer paso de la infeccién bacteriana ocurra, una variedad de estructuras
moleculares y macromoleculares, conocidas como adhesinas, que son entidades de unién bacterianas reconocen e
interactian con receptores situados en la superficie de las células hospedadoras.

Se han descrito tres tipos principales de interacciones entre las bacterias y las células hospedadoras via adhesina-
receptor. El primer tipo de interaccion es debida a la unién de las lectinas con estructuras de carbohidratos. El segundo
tipo se define por el reconocimiento de una proteina de la bacteria con una proteina complementaria en la superficie
de la mucosa. El tercer tipo comprende la interaccién entre moléculas hidrofébicas.

Son conocidos ejemplos de inhibicién de este tipo de uniones, asi Sharon et al. en el documento “Bacterial ad-
herence to cell surface sugars”, Ciba Found Symp. 1981, vol. 80, pp 119-41, describe cémo la unién de cepas de
Escherichia coli y Salmonella spp. a células epiteliales es inhibida por D-manosa. Sin embargo, la concentracion de
mafiosa necesaria para que la inhibicion se produzca es alta, alrededor de 0.05 M.

En el documento de Svensson et al. titulado “Glycolipid depletion in antimicrobial therapy”, Molecular
Microbiology 2003, vol. 47(2), pag. 453-461, se describe la reduccién de las células uroepiteliales humanas, y la
reduccién de los receptores de Escherichia coli en la mucosa urinaria de ratones, mediante la N-butildeoxinojirimi-
cina, y la N-butildeoxigalactonojirimicina. Estas moléculas inhiben la biosintesis de los receptores de Escherichia
coli.

En el documento EP1528056 se describen derivados de la molécula de deoxinojirimicina, que presentan un radical
hidrofébico derivado de un alcohol policiclico capaces de insertarse en la bicapa lipidica. Estas moléculas pueden
utilizarse en el tratamiento de infecciones microbacterianas.

La infeccién con Escherichia coli es una de las causas principales que provocan la diarrea. La Escherichia coli
también puede colonizar el tracto urinario provocando la infeccién urinaria. La capacidad de unién de la Escherichia
coli a las células epiteliales es el paso inicial de las infecciones.

La adhesién bacteriana es un paso fundamental no s6lo cuando las bacterias causan enfermedades, sino en su
presencia habitual no patoldgica en las mucosas, como el caso de las bacterias que componen la microbiota.

El equilibrio de la microbiota se define como el mantenimiento de la flora normal o nativa en un sujeto, incluyendo
un humano, esto es, que se mantenga el conjunto de microorganismos que viven de forma habitual en el cuerpo huma-
no. Diferentes situaciones pueden alterar dicha microbiota, por ejemplo un tratamiento con antibiéticos. El equilibrio
de la microbiota se mantiene favoreciendo la unién de bacterias no patégenas e inhibiendo la adhesién de bacterias
patdgenas.

Por todo lo anterior, se puede ver la necesidad del desarrollo de inhibidores de la adherencia bacteriana que no
tengan los inconvenientes de los inhibidores conocidos.

Explicacion de la invencion

Los inventores han encontrado que el iminoazicar miglitol, inhibe la adherencia de determinadas bacterias a las
células epiteliales, lo cual hace que el miglitol sea un compuesto ttil para la prevencién y/o tratamiento coadyuvan-
te de infecciones bacterianas, desequilibrios de la microbiota y patologias asociadas, causados por bacterias entéri-
cas.

Una de las ventajas del miglitol es que concentraciones del orden de las ppm son suficientes para prevenir y/o tratar
las infecciones. Otra ventaja es que no produce los efectos secundarios de otros inhibidores conocidos.

El miglitol es un farmaco para tratar la diabetes mellitus tipo 2 que previene la digestién de los carbohidratos
polisacaridos en monosacaridos.
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La férmula de miglitol es la siguiente:

OH
OH
N \\\\\\\l
HO Y OH
OH

No hay nada descrito en el estado de la técnica que se refiera a la capacidad del miglitol para inhibir la adherencia
a células epiteliales de bacterias entéricas, y su posible aplicacién en la prevencion y lo tratamiento coadyuvante de
enfermedades donde la adherencia bacteriana sea un prerequisito para que la infeccién comience, o su uso para la
prevencion y/o tratamiento coadyuvante de un desequilibrio de la flora microbiana o patologias asociadas.

La inhibicién de la adherencia a las células epiteliales de bacterias patégenas se define como la reduccién del
contacto entre los receptores de la superficie de las células epiteliales y las entidades de unién originadas en las
bacterias, las adhesinas, especificamente lectinas, de manera que se previenen la adhesion del agente infeccioso. Como
se puede ver en los ejemplos de esta invencidn el miglitol inhibe la adherencia al mucus de la Escherichia coli y de la
Salmonella enterica.

Ya que la adherencia mejora la supervivencia de la bacteria; la prevencion de la adhesion, previene la infeccion.
Existen evidencias que muestran que la adherencia de células epiteliales de las bacterias entéricas es requerida para
la colonizacion y que la colonizacion es requerida para el subsiguiente desarrollo de los sintomas de la enfermedad,
Ofek et al., “Bacterial adhesion to animal cells and tissues”, ASM Press 2003. capitulo 1.

Ademds, el miglitol es ttil para mantener el equilibrio de la microbiota debido a que inhibe la unién de bacterias
no beneficiosas, por ejemplo Escherichia coli y permite la unién de la beneficiosas. Por ello se puede decir que el
miglitol inhibe la adherencia bacteriana a células epiteliales de una manera selectiva.

Por todo lo anterior, un aspecto de la presente invencion se refiere al uso humano o veterinario del miglitol o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, para la preparaciéon de un medicamento para la prevencion y/o tratamiento
coadyuvante de infecciones bacterianas, desequilibrios de la microbiota o patologias asociadas a los desequilibrios de
la microbiota, donde dichas infecciones, desequilibrios o patologias son causados por una o mas bacterias entéricas.

Este aspecto también puede ser formulado como miglitol o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para
la prevencién y/o tratamiento coadyuvante de infecciones bacterianas, desequilibrios de la microbiota o patologias
asociadas a los desequilibrios de la microbiota, donde dichas infecciones, desequilibrios o patologias son causados
por una o mds bacterias entéricas.

La invencién también se refiere a un método de prevencion y/o tratamiento coadyuvante de un sujeto, incluyendo un
humano, que sufre o es susceptible de sufrir una infeccion bacteriana, un desequilibrio de la microbiota o una patologia
asociada a los desequilibrios de la microbiota, donde dichas infecciones, desequilibrios o patologias son causados
por una o mds bacterias entéricas, donde dicho método comprende la administracién a dicho sujeto de una cantidad
terapéuticamente efectiva del miglitol o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, junto con excipientes o
portadores farmacéuticamente aceptables. Dicho método de prevencién y/o tratamiento coadyuvante tiene aplicacién
humana y veterinaria, en veterinaria preferiblemente en mamiferos y aves.

Ejemplos no excluyentes de sales de miglitol incluyen cloruros, sulfatos, acetatos, carbonatos y oxalatos.

Ademais, los compuestos de la invencidon pueden ser utilizados solos o en combinacién con otros compuestos
bioactivos. Asi, otro aspecto de la invencidn se refiere al uso humano o veterinario de una combinacién de miglitol o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo y uno o mas compuestos seleccionados del grupo que consiste en un
probidtico, mafiosa, un agente antimicdtico y un agente antibacteriano, para la preparacion de un medicamento para
la prevencién y/o tratamiento coadyuvante de infecciones bacterianas, desequilibrios de la microbiota o patologias
asociadas a los desequilibrios de la microbiota, donde dichas infecciones, desequilibrios o patologias son causados
por una o mas bacterias entéricas.

Este aspecto también puede ser formulado como una combinacién de miglitol o una sal farmacéuticamente acep-
table del mismo y uno o mas compuestos seleccionados del grupo que consiste en un probiético, mafiosa, un agente
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antimicdtico y un agente antibacteriano, para la prevencion y/o tratamiento coadyuvante de infecciones bacterianas,
desequilibrios de la microbiota o patologias asociadas a los desequilibrios de la microbiota, donde dichas infecciones,
desequilibrios o patologias son causados por una o mas bacterias entéricas.

La invencién también se refiere al método de prevencién y/o tratamiento coadyuvante de un sujeto, incluyendo un
humano, que sufre o es susceptible de sufrir una infeccion bacteriana, un desequilibrio de la microbiota o una patologia
asociadas a los desequilibrios de la microbiota, donde dichas infecciones, desequilibrios o patologias son causados
por una o més bacterias entéricas, donde dicho método comprende la administracién a dicho sujeto de una cantidad
terapéuticamente efectiva de una combinacién de miglitol o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo y uno o
mas compuestos seleccionados del grupo que consiste en un probidtico, mafiosa, un agente antimicotico y un agente
antibacteriano, junto con excipientes o portadores farmacéuticamente aceptables. Dicho método de prevencién y/o
tratamiento coadyuvante tiene aplicacién humana y veterinaria, en veterinaria preferiblemente en mamiferos y aves.

Otro aspecto de la invencién se refiere a una composicién farmacéutica para uso humano o veterinario para la
administracién secuencial, simultdnea o separada, que comprende la combinacién de miglitol o una de sus sales far-
macéuticamente aceptable, uno o mas compuestos seleccionados del grupo que consiste en un probidtico, mafiosa, un
agente antimicético y un agente antibacteriano, junto con excipientes o portadores farmacéuticamente aceptables.

El término “tratamiento coadyuvante” como se utiliza aqui se refiere a un tratamiento que contribuye, asiste o
ayuda a curar o aliviar una enfermedad.

El término “una o mds bacterias entéricas” como se utiliza aqui, se refiere a una o mds bacterias iguales o diferentes
que habitan, viven en, ocupan o pueblan en el tracto intestinal, tales como las bacterias de la familias Enterococcaceae
y Enterobacteriaceae. La familia Enterococcaceae comprende, entre otras, las bacterias del género Enterococcus,
tales como Enterococcus faecium'y Enterococcus faecalis. La familia Enterobacteriaceae comprende, entre otras, las
bacterias de los géneros Enterobacter, Escherichia, Klebsiella, Salmonella y Shigella. Algunos ejemplos de especies
pertenecientes a la familia de las Enterobacteriaceae incluyen sin limitacién Enterobacter aerogenes, Escherichia coli,
Klebsiella spp., Salmonella enterica o Shigella flexneri.

El término “desequilibrios de la flora” como se utiliza aqui se refiere a una alteracion del equilibrio del ecosistema
de la microbiota.

El caso de desequilibrios en la flora gastrointestinal se conoce como disbiosis y tiene multiples consecuencias nega-
tivas en animales incluyendo humanos , por ello es importante la conservacion y el mantenimiento de la flora intestinal
fisiolégica, que tiene entre otras funciones conferir integridad a la mucosa intestinal, favorecer la resistencia a la colo-
nizacion de gérmenes patégenos, permitir la produccién de vitaminas B y K y promover el sistema inmunitario local.
Patologias asociadas a los desequilibrios de flora intestinal o disbiosis son, déficit de vitamina B12, esteatorrea y sin-
drome de intestino irritable. Otras patologias relacionadas son la diarrea del viajero, la diarrea asociada a antibidticos
y el estrefiimiento.

El término “cantidad terapéuticamente efectiva” como se utiliza aqui, se refiere a una cantidad suficiente para
prevenir el desarrollo, aliviar en alguna medida uno o mds sintomas de la afeccién, enfermedad o sintoma a ser
tratado, pero suficientemente pequefia como para evitar los efectos secundarios graves que puedan estar asociados. La
dosis particular del compuesto administrado segtin la invencidn serd determinada por las circunstancias concretas de
cada caso, incluyendo el compuesto administrado, la ruta de administracién, uso humano o veterinario, peso y edad
del sujeto, gravedad de la enfermedad y el sintoma a ser tratado o consideraciones similares.

El término “farmacéuticamente aceptable” como se utiliza aqui se refiere a compuestos, materiales, composiciones,
y/o dosis que, segun criterio médico, pueden ser usadas en contacto con los tejidos de un sujeto, sin excesiva toxici-
dad, irritacién, respuesta alérgica, u otro problema o complicacion, que presente un ratio razonable beneficio/riesgo.
Los portadores y excipientes farmacéuticamente aceptables de la invencién pueden encontrarse en los textos estan-
dar farmacéuticos y pueden variar en funcién de si las composiciones farmacéuticas se aplican para uso humano o
veterinario.

El término “células epiteliales” se refiere en este texto a cualquier célula epitelial que cubre la superficie externa
del cuerpo asi como las cavidades corporales.

El término “probidtico” se refiere en este texto a un microorganismo vivo que administrado en la cantidad adecuada
proporciona beneficios saludables al hospedador. Los probiéticos incluyen por ejemplo los microorganismos de la fa-
milia Lactobacillaceae, género Lactobacillus, y la familia Bifidobacteriaceae, género Bifidobacterium. Asi, ejemplos
de probiéticos incluyen, sin limitacién, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus salivarius, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium
infantis. Lactococus lactis.

El término “agente antimicdtico” se refiere en este texto a una sustancia que tiene la capacidad de evitara el cre-
cimiento de algunas tipos de hongos o incluso de provocar su muerte. Algunos ejemplos no excluyentes de agentes
antimicoticos incluyen polienos, como anfotericina B; alilaminas; imidazoles como clotrimazol y flutrimazol; tiocar-
bamatos y triazoles como fluconazol e itraconazol.
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El término “agente antibacteriano” se refiere en este texto a una sustancia con caracter bactericida y/o bacterios-
tatico. Algunos ejemplos no excluyentes de agentes antibacterianos incluyen beta lactdmicos, como derivados de la
penicilina (ampicilina, amoxilicina), cefalosporina (cefazolin, cefuroxima), monobactamicos, carbapenemas, fluorqui-
nolonas, aminoglicosidicos y cotrimoxazol.

Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la invencién pueden, por ejemplo, tomar la forma de suspensio-
nes, soluciones, y emulsiones del ingrediente activo en diluyentes acuosos o no acuosos, siropes, granulados, tabletas
0 polvos.

En una realizacién preferida, el miglitol o una de sus sales se utiliza para la prevencién de infecciones bacterianas,
desequilibrios de la microbiota o patologias asociadas a los desequilibrios de la microbiota, donde dichas infecciones,
desequilibrios o patologias asociadas son causados por una o mds bacterias entéricas.

En otra realizacién preferida, la bacteria entérica es una bacteria de la familia Enterobacteriaceae. Mas preferible-
mente, la bacteria entérica pertenece a un género que se selecciona del grupo Enterobacter, Escherichia, Klebsiella,
Salmonella y Shigella. En una realizacién todavia mds preferida, la bacteria entérica se selecciona del grupo que
consiste en Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Klebsiella spp., Salmonella enterica y Shigella flexneri. En la
realizacién mds preferida, la bacteria entérica es Salmonella enterica o Escherichia coli.

En otra realizacién preferida, la infeccion bacteriana es una infeccidn urinaria o una infeccién intestinal, mas
preferiblemente una infeccién intestinal. En una realizacién mds preferida, el miglitol o una de sus sales se usa en la
prevencion de infecciones intestinales en humanos causadas por Salmonella enterica.

En otra realizacion preferida, el miglitol o una de sus sales se usa para la prevencion y/o tratamiento coadyuvante
patologias asociadas a los desequilibrios de la microbiota, donde la microbiota es flora intestinal. Mdas preferiblemente,
el miglitol o una de sus sales se utiliza para la prevencion de patologias asociadas a los desequilibrios de la flora
intestinal.

En otra realizacion preferida, las patologias asociadas a los desequilibrios de la microbiota se seleccionan del grupo
que consiste en: déficit de vitamina 12, esteatorrea y sindrome de intestino irritable.

En otra realizacién particular, el miglitol o una de sus sales se usa en una aplicacién veterinaria en la prevencién
y/o tratamiento coadyuvante de una infeccidn bacteriana causada por una bacteria entérica. En una realizacién mas
particular, dicha infeccidn es la mastitis coliforme causada por Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, y Klebsiella
spp. Estas especies se multiplican rdpidamente en los cuartos de la ubre, pudiendo ocasionar mastitis gangrenosa y en
algunos casos la muerte.

La presente invencion también se refiere a una composicién farmacéutica para uso humano o veterinario que com-
prende miglitol o una de sus sales farmacéuticamente aceptables junto con portadores o excipientes farmacéuticamente
aceptables.

Por tltimo como ya se ha mencionado, el miglitol o una de sus sales se puede usar solo o en combinacién con otros
compuestos bioactivos tales como mafosa, un agente probidtico, un agente antimicético o un agente antibacteriano.
Particularmente, la presente invencion se refiere a las combinaciones miglitol con un agente antibacteriano, miglitol
con un probidtico, miglitol con un agente antimicético, y miglitol con un probidtico y un agente antimicético.

La combinacién de miglitol con un probidtico se usa preferiblemente en aplicacién intestinal, aunque también
puede usarse en aplicacién vaginal. En una realizacién mas preferida, la invencion se refiere a una combinacién
de miglitol con Lactobacillus (thamnosus, salivarius, plantarum, acidophilus o casei), con bifidobacterias (bifidum,
longum, infantis) o con Lactococus lactis.

A lo largo de la descripcién y las reivindicaciones la palabra “comprende” y sus variantes no pretenden excluir
otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y
caracteristicas de la invencion se desprenderdn en parte de la descripcion y en parte de la practica de la invencion. Los
siguientes ejemplos se proporcionan a modo de ilustracién, y no se pretende que sean limitativos de la presente inven-
ciéon. Ademds, la presente invencion cubre todas las posibles combinaciones de realizaciones particulares y preferidas
aqui indicadas.

Ejemplos
Ejemplo 1

Influencia del miglitol en la capacidad de adherencia a mucus por parte de las bacterias

Se investigo la influencia del miglitol en la capacidad de adherencia a mucus de Escherichia coli 'y de Salmonella
enterica.
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Protocolo de adhesion a Mucus
Dia 1l

En un tubo que contiene 3 ml de medio Luria se inocula una colonia de la cepa a ensayar con un hisopo estéril. Se
incuba el tubo durante la noche (103-10° UFC (unidades formadoras de colonias)/ml).

Seguidamente se preparo la placa de mucus.

Se descongeld a temperatura ambiente un eppendorf que contiene 1 ml de mucus. Previamente se preparé PBS
(tampon fosfato salino) (100 ml).

Cuando el mucus se descongeld, se centrifugé 10 minutos a 8000 rpm para que las impurezas se depositen en el
fondo del eppendorf. El ml de mucus se transfirié a una alicuota con 99 ml de PBS estéril (1:100). Se deposité en cada
pocillo 2,5 ml de la mezcla y se dej6 la placa en la nevera (4°C) durante toda la noche.

Dia?2

Lavado de la placa de mucus

Se saco la placa de la nevera y se realiz6 el lavado: se extrajo 2 ml del liquido del pocillo con cuidado y sin tocar
el fondo del pocillo con la punta. Se afiadié 1 ml de PBS y con cuidado se subié y baj6 un par de veces, y se elimind
el ml, quedando en el pocillo 0,5 ml.

Meétodo de ensayo

Los tubos con crecimiento durante toda la noche se diluyeron. Primero se transfirié 2 ml del cultivo en un tubo con
2 ml de PBS (1:1) y de esta nueva dilucién se transfirié 1 ml en un tubo con 9 ml de PBS (1:10). Este tubo contiene la

concentracién inicial (107 UFC/ml).

El volumen final de cada pocillo fue, 0,5 ml de PBS (protege el mucus), mas 0,5 ml de suspensién bacteriana, mas
0,5 ml de producto (o PBS en el caso de los controles).

La concentracién del producto se calculé segtin el volumen final del pocillo.

Cuando la concentracién deseada del producto era 14 ppm, la concentracién a inocular en el pocillo fue 42 ppm.
Cuando la concentracién deseada del producto era 28 ppm, la concentracién a inocularen el pocillo fue 84 ppm.

Se prepararon dos placas (cepas por duplicado), con las concentraciones a aiadir a cada pocillo para el producto.
En el caso de mafiosa se prepard para que en los pocillos fuera del orden 0.05M.
Se realizaron ensayos control con cada uno de los microorganismos sin adicién alguna de productos.

El producto se afiadi6 directamente después de la inoculacién de la suspension bacteriana, para evitar que los
microorganismos se adherieran rdpidamente al mucus.

Cuando todos los pocillos se inocularon, se colocé la placa en estufa de 37°C durante 90 minutos.

Transcurrido ese tiempo, para comprobar la agregacion se deposité 10 ul de cada sobrenadante en un portaobjetos
y se cubri6 con cubreobjetos de 22x22, para valorar bajo el microscopio éptico la aglutinacién de las cepas. Se marco
eppendorfs estériles y se afiadié en cada uno 1 ml de cada pocillo. Se mantuvo los eppendorfs en la nevera. Se
realizaron 2 lavados con PBS (cada lavado con 1 ml). Se recogieron todos los lavados de los pocillos de una misma
cepa en un mismo tubo/falcon y se dej6 a 4°C.

Se volted la placa para evitar posible falsos positivos. De cada uno de los tubos se tomé 100 ul, y se hizo el banco
de diluciones necesario, se sembraron las placas con el medio adecuado. A cada pocillo se afiadi6 1 ml de PBS estéril,
rascando ligeramente con la punta al fondo de cada pocillo (se guardé en tubos estériles, el mismo en cada cepa).

De cada uno de los tubos se tom6 100 ul, se hizo el banco de diluciones necesario, se sembraron las placas con el
medio adecuado.
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Dia 3

Se realizé6 el recuento en cada placa.

Resultados

Se pudo observar la deteccidn de la presencia de microorganismos en el sobrenadante y no en el mucus, y en mayor

porcentaje en funcién de la mayor concentracién adicionada del producto ensayado, por lo tanto se observa cémo el
miglitol inhibe la adherencia al mucus de la Escherichia coli 'y de Salmonella enterica.

TABLA 1

Resultados de los recuentos obtenidos a partir de los andlisis del sobrenadante y del mucus. Expresion de los
porcentajes de microorganismos que no se agregan al mucus, después de considerar los valores del control,
al adicionar el producto a estudio

Sobrenadante | Mucus Sobrenadante/ | Total Bacterias en el
(UFC/ml) UFC /ml mucus UFC /ml | scbrenadante
UFC /ml (%)
Miglitol 14ppm
Salmonelia 1 5,40-10° 1,81-10° | 2,99 7,21-10% | 74,91
Escherichia coli | 4,50-10° 1,50-10° | 3,00 6,00-10° | 75,00
1
Miglitol 28ppm
Salmonella 1 8,40-10° 3,00110" | 2,80-10 8,70-10° | 96,55
Escherichia coli | 7,50-10° 3,90-10° | 1,92:10° 7,54:10° | 99,48
1
TABLA 2

Resultados de los recuentos obtenidos a partir de los andlisis del sobrenadante y del mucus al adicionar la
suspension de maiiosa al 0,05M. Expresion de los porcentajes de microorganismos que no se
agregan al mucus

Sobrenadante | Mucus | Sobrenadante | Total Bacterias en el
(UFC/ml) UFC/ | /mucus UFC/m| sobrenadante
mi UFC/ml (%)
Manosa 0.05M
Salmonella 1 | 3,96-10° 1,00- | 3,59 -10° 3,96-10° | 99,74
10°
Escherichia 2,97-10° 2,50 |1,19-10° 3,01-10° | 99,16
coli 1 10°
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TABLA 3

Resultados de los recuentos obtenidos a partir de los andlisis del sobrenadante y del mucus al adicionar el medio

de cultivo. Expresion de los porcentajes de microorganismos que no se agregan al mucus

Sobrenadante | Mucus Sobrenadante Total Bacterias en
(UFC/ml) UFC /mucus UFC /ml | el mucus (%)
/ml UFC /ml
Medio de
cultivo
Salmonella 1 | 1,25:10° 3,94-10° | 3,17-10° 3,9510° | 99,7
Escherichia 1,50-10° 3,90-10° | 3,85:10° 3,91-10% | 99,7
coli 1

Se detectd la presencia de microorganismos en el sobrenadante y no en el mucus, en mayor porcentaje en funcién
de la mayor concentracién adicionada de producto ensayado.
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REIVINDICACIONES

1. Uso humano o veterinario del miglitol o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para la preparacion
de un medicamento para la prevencién y/o tratamiento coadyuvante de infecciones bacterianas, desequilibrios de
la microbiota o patologias asociadas a desequilibrios de la microbiota, donde dichas infecciones, desequilibrios o
patologias asociadas son causados por una o mds bacterias entéricas.

2. Uso segun la reivindicacién 1, donde el uso es en humanos.

3. Uso segtin cualquiera de las reivindicaciones 1-2, para la prevencion de infecciones bacterianas, desequilibrios
de la microbiota o patologias asociadas a desequilibrios de la microbiota.

4. Uso segtn cualquiera de las reivindicaciones 1-3, donde la bacteria entérica pertenece a un género que se
selecciona del grupo Enterobacter, Escherichia, Klebsiella, Salmonella y Shigella.

5. Uso segtin cualquiera de las reivindicaciones 1-4, donde la bacteria entérica se selecciona del grupo que consiste
en Salmonella enterica 'y Escherichia coli.

6. Uso segtin cualquiera de las reivindicaciones 1-5, donde la infeccién bacteriana es una infeccién urinaria o una
infeccidn intestinal.

7. Uso segtin cualquiera de las reivindicaciones 1-5, donde la microbiota es flora intestinal.

8. Uso segtin cualquiera de las reivindicaciones 1-7, donde las patologias asociadas a los desequilibrios de la mi-
crobiota se seleccionan del grupo consistente en déficit de vitamina B12, esteatorrea y sindrome de intestino irritable.

9. Uso humano o veterinario de una combinacién de miglitol o una sal farmacéuticamente aceptable, con uno o
mads compuestos seleccionados del grupo que consiste en un probidtico, mafiosa, un agente antimicético y un agente
antibacteriano, para la preparacion de un medicamento, para la prevencion y/o tratamiento coadyuvante de infecciones
bacterianas, desequilibrios de la microbiota o patologias asociadas a desequilibrios de la microbiota, donde dichas
infecciones, desequilibrios o patologias son causados por una o mds bacterias entéricas.

10. Uso segin la reivindicacién 9, donde el uso es en humanos.

11. Uso segtin cualquiera de las reivindicaciones 9-10, para la prevencion de infecciones bacterianas, desequilibrios
de la microbiota o patologias asociadas a desequilibrios de la microbiota.

12. Uso segtin cualquiera de las reivindicaciones 9-11 de una combinacién de miglitol o una sal farmacéuticamente
aceptable con uno o mas compuestos seleccionados del grupo que consiste en un probidtico, un agente antimicético y
un agente antibacteriano.

13. Uso segtn cualquiera de las reivindicaciones 9-12, donde el probidtico se selecciona del grupo que consiste en
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus salivarius, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
casei, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium infantis y Lactococus lactis.

14. Una composicion farmacéutica para uso humano o veterinario para la administracién secuencial, simultanea o
separada, que comprende una combinacién de miglitol o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, con uno o
mds compuestos seleccionados del grupo que consiste en un probidtico, mafiosa, un agente antimicético y un agente
antibacteriano, junto con excipientes o portadores farmacéuticamente aceptables.
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1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacion de esta opinién.

Documento Namero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
SVENSSON, M., FRENDEUS, B., BUTTERS, T. et al. Glycolipid
Do1 depletion in antimicrobial therapy. Molecular Microbiology. Enero Enero-2003

de 2003. Vol 47, N° 2. ISSN 0950-382X. Paginas 453-461.

WO 2010029313 Al (SUMIT CORPORATION PLC, TINSLEY, J.
D02 y ROACH, A.G.) 18 de Marzo de 2010. Pagina 221; 18-Mar-2010
reivindicaciones.

EP 1528056 Al (ACADEMISH ZIEKENHUIS BIJ DE
D03 UNIVERSITAT VAN AMSTERDAM) 4 de Mayo de 2005, paginas 4-Mayo-2005
5,20; reivindicaciones.

WO 02055498 Al (OXFORD GLYCOSCIENCES LTD AND THE
D04 CANCELLLOR, MASTERS AND SCHOLARS OF THE 18-Jul-2002
UNIVERSITY OF OXFORD) 18 de Julio de 2002, ejemplos;
reivindicaciones.

RADIN, N.S. Preventing the binding of pathogens to the host by
D05 controlling sphingolipid metabolism. Microbes and infection. 1 de 1-Mar-2006
Marzo de 2006. Vol 8, N° 3, paginas 938-945. ISSN 1286-4579.
SHARON N, ESHDAT Y, SILVERBLATT FJ et al. Bacterial
D06 adherence to cell surface sugars. Ciba Found Symp. 1981. 1981
Vol 80, paginas 119-141.

PROBIOTICS. [En linea] 17 de Abril de 2010. Recuperado de
DO7 internet  URL:  <http://fen.wikipedia.org/w/ index. php?title= 17-Abril-2010
Probiotic&oldid=356510082>

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracién

La presente solicitud tiene por objeto el uso de miglitol o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para la
preparacion de un medicamento para la prevencion y/o tratamiento coadyuvante de infecciones bacterianas, desequilibrios
de la microbiota o patologias asociadas a desequilibrios de la microbiota, donde dichas infecciones, desequilibrios o
patologias asociadas son causados por una o mas bacterias entéricas (Reivindicacion 1 -8).

Es también objeto de la presente solicitud el uso de una combinacion de miglitol o una sal farmacéuticamente aceptable, con
uno o mas compuestos seleccionados del grupo que consiste en un probiotico, manosa, un agente antimicotico y un agente
antibacteriano, para la preparacion de un medicamento, para la prevencion y/o tratamiento coadyuvante de infecciones
bacterianas, desequilibrios de la microbiota o patologias asociadas a desequilibrios de la microbiota, donde dichas
infecciones, desequilibrios o patologias son causados por una o mas bacterias entéricas (Reivindicaciones 9-13).

Por (ltimo, es objeto también de la presente solicitud, la composicion farmacéutica que comprende una combinacién de
miglitol o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, con uno o mas compuestos seleccionados del grupo que consiste
en un probi6tico, manosa, un agente antimicético y un agente antibacteriano, junto con excipientes o portadores
farmacéuticamente aceptables (Reivindicacion 14)

El documento DOl tiene por objeto un estudio en el que se analiza si las terapias farmacol6gicas que modifican la
glicosilacion de las células, pueden prevenir las infecciones de patdgenos que dependen de interacciones lecitinas-
carbohidratos. Se examina si algunos iminoazucares, tales como N-butildeoxinojirimicina (NB-DNJ), N-
butildeoxigalactonojirimicina (NB-DGJ) y deoxinojirimicina (DNJ), inhiben la glucosil ceramida sintasa y por tanto la sintesis
de glicoesfingolipidos, moléculas implicadas en la adhesion a las células de algunos patégenos. Se concluye que la NB-DNJ
y NB-DGJ, producen una reduccion de los receptores para E.coli en células uroepiteliales humanas y de la mucosa del tracto
urinario de ratones, inhibiendo asi la adhesién de las bacterias a las células.

El documento D02 divulga una serie de compuestos quimicos, entre los que se encuentran distintos iminoazlcares, para su
aplicacion en el tratamiento de infecciones, entre las que se encuentran las infecciones bacterianas (ver pagina 221 y
reivindicaciones).

El documento D03 divulga iminoazucares derivados de la deoxinojirimicina como inhibidores de la glucosil ceramida sintasa,
y sus posibles aplicaciones, ente las que se encuentra, su uso para el tratamiento de infecciones microbianas (ver paginas 5,
20 y reivindicaciones).
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El documento D04 divulga iminoazicares derivados de deoxinojirimicina para distintas aplicaciones, entre las que se
encuentra el tratamiento de enfermedades causadas por microorganismos infecciosos que utilizan los glicolipidos de las
células como receptores (Ejemplos y reivindicaciones).

El documento DO5 revisa diferentes estrategias de prevencion de la unidon de patdgenos a las células. Uno de estos
mecanismos consiste en la reduccién en las células huésped de los glicoesfingolipidos, moléculas implicadas en la adhesion
a la células de diferentes patdgenos, entre los que se encuentran Escherichia Coli y Salmonella enterica. Se sefiala en este
documento,que el iminoazucar, ND-DNJ, inhibidor de la glucosil ceramida sintdsa, bloquea la union de Escherichia coli a las
células uroepiteliales humanas.

El documento D06 divulga un estudio sobre la adherencia bacteriana a azlcares de la superficie de las células. En este
estudio se concluye que la manosa inhibe la adhesién de E.coli y Salmonella spp. sobre las células epiteliales.

El documento D07 contiene informacion relativa a los probiéticos y sus posibles efectos beneficiosos sobre el organismo.

NOVEDAD y ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 6.1y 8.1, ley 11/86)

Reivindicaciones 1-8:

La reivindicacion 1 tiene por objeto el uso de miglitol o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para la preparacion
de un medicamento para la prevencion y/o tratamiento coadyuvante de infecciones bacterianas, desequilibrios de la
microbiota o patologias asociadas a desequilibrios de la microbiota, donde dichas infecciones, desequilibrios o patologias
asociadas son causados por una o mas bacterias entéricas.

El documento D01 se considera el estado de la técnica mas proximo al objeto de dicha reivindicacion. En este documento se
concluye que el iminoaztcar NB-DNJ, inhibe la adhesion de E.coli sobre células uroepiteliales. Sin embargo, aunque el
miglitol al igual que la NB-DNJ, es un derivado de la deoxinojirimicina, las diferencias en su estructura quimica no hacen
evidente que los resultados obtenidos tras el tratamiento con NB-DNJ sean directamente extrapolables al miglitol.

Ninguno de los documentos citados solos o en combinacién evidencian el uso de miglitol para la preparacion de un
medicamento para la prevencion y/o tratamiento de infecciones bacterianas, desequilibrios de la microbiota o patologias
asociadas a desequilibrios de la microbiota, por lo que se considera que el objeto de las reivindicaciones 1-8 es nuevo e
implicaria actividad inventiva para un experto en la materia.

Reivindicaciones 9-14:

Puesto que el objeto de las reivindicacion 1-8 se considera que es nuevo e implicaria actividad inventiva, el uso combinado
de miglitol con otros compuestos tal y como se reivindican en las reivindicaciones 9-13 y la composicion farmacéutica que
comprende el miglitol con otros compuestos tal y como se reivindica en la reivindicacién 14, se consideran igualmente que
presentan novedad y actividad inventiva.

En conclusion, se considera que el objeto de las reivindicaciones 1-14 es nuevo e implicaria actividad inventiva para un
experto en la materia en el sentido de los articulos 6.1 y 8.1 de la ley 11/86.
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