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DESCRIPCION
Uso de tilvalosina como agente antiviral

La invencién se relaciona con el uso de un antibidtico en la preparacién de un medicamento antiviral. La invencion
también se relaciona con tilvalosina para uso en un método de tratamiento para una infeccion viral que comprende la
administracion de un antibidtico a un sujeto que sufre de una infeccion viral.

Tilvalosina es el nombre INN provisional de la acetilisovaleriltilosina y es un antibiético macrélido. El producto que
contiene tilvalosina se conoce como Aivlosin®. Se lo utiliza para una diversidad de tratamientos, en especial para el
tratamiento de diversas infecciones bacterianas en los animales de granja. La tilvalosina es un derivado de la
tilosina, y tiene la siguiente férmula:

OH
H;c—0 CHy
,/0

H,C

HO CH,

En la que R es isovaleril.

Cuando el ganado se cria en operaciones a gran escala, en especial con cria intensiva, los animales tienen
tendencia a sufrir de ciertas enfermedades. Estas enfermedades también tienden a propagarse con rapidez en el
ganado. Una de estas enfermedades es el sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRS, por sus siglas en
inglés). PRRS esta causado por un virus, PRRSV, y afecta a los cerdos de todas las edades. Cuenta con signos
tanto respiratorios como reproductivos, y se considera que cuesta a la industria porcina mundial cientos de millones
de libras esterlinas al ano.

PRRS a menudo se complica con una infeccion bacteriana, en especial una infeccién de Mycoplasma
hyoneumoniae (M-hyo). Esta infeccion es generalizada en las poblaciones porcinas, y causa neumonia. Cuando un
cerdo esta infectado de M-hyo y de PRRSV, la neumonia puede ser muy grave. En la actualidad, Aivlosin ®
(tilvalosina) se usa para tratar M-hyo, en cerdos con y sin PRRS.

Los inventores sorpresivamente hallaron que Aivlosin ® (tilvalosina) puede usarse para tratar PRRSV solo. Los
inventores han hallado que Aivlosin ® (tilvalosina) tiene efecto directo sobre el virus.

La actividad antibacteriana de tilvalosina se describe en US 4,092,473, mientras que el uso de tilvalosina para tratar
enteritis necrotica en aves e infecciones de Lawsonia se describe en WO 02/32233. El uso de tilvalosina para tratar
enfermedades causadas por Brachyspira pilosicoli en cerdos y Ornithobacterium rhinotrachelae en aves se describe
en WO 2005/002593. Las actividades antibacterianas y antimicoplasmaticas de la tilvalosina para tratar infecciones
de Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes se describen en Okamoto et al (1980) Journal of Antibiotics
Vol 33 Issue 11 1309-1315.

Hasta ahora, Aivlosin ® so6lo se ha empleado para tratar infecciones bacterianas tales como M-hyo. Aivlosin ®
(tilvalosina) no ha sido usado para tatar infecciones virales. Si bien Aivlosin ® (tilvalosina) se ha usado para tratar M-
hyo en cerdos con PRRS, no se sabia que podia tener efecto sobre la infeccion viral al igual que sobre la infeccion
bacteriana.
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No es usual que un antibiético tenga efecto sobre una infeccion viral. La tilvalosina es un antibiético macrélido. Otros
macrélidos tienen efecto muy variado sobre los virus. Se ha demostrado que la tilmicosina tiene eficacia contra
algunos virus, incluyendo PRRSV. Sin embargo, la tilmicosina es mucho mas téxica que la tilvalosina en los ensayos
de potencia antiviral con cultivo de células. Ademas, la tilosina, el antibiético con el cual la tilvalosina estd mas
estrechamente relacionada, no tiene efecto contra PRRSV, y no se conoce que tenga efecto sobre ningln otro virus.

Conforme a la invencién, se provee el uso de tilvalosina, o de un derivado funcional, metabolito, éster o sal de la
misma, en la preparacién de un medicamento para la prevencién o el tratamiento de una infecciéon de un virus,
donde el derivado funcional o metabolito de la tilvalosina se selecciona a partir de 3-O-Acetildesmicosina, 3-O-
Acetiltilosina, 3,4"-di-O-Acetiltilosina, a-O-Acetil-4"-O-propioniltilosina, 3-O-Acetil, -4"-O-lsovalerilmacrocina, 3-O-
Acetil-4"O-butiltilosina, 3-0O-Acetil-4"-O-isovalerilrelomicina, 4"-O-Isovaleriltilosina, 3,20-di-O-Acetil-4"-
isovalerilrelomicina, y 3,4"-di-O-Acetil-4"-O-isovaleriltilosina

Como ya se indico, la tilvalosina es un antibiético macrélido llamado 3-0 acetil-4"-O-isovaleriltilosina. La tilvalosina es
bien conocida en el arte. Los derivados y metabolitos de la tilvalosina incluyen cualquier compuesto estrechamente
relacionado con la tilvalosina o en el que la tilvalosina se convierte en una solucién o cuando se lo administra a un
sujeto. Los derivados y metabolitos de la tilvalosina incluyen una serie de compuestos hallados como sustancias
relacionadas, en especial en solucién, tales como 3-O-Acetildesmicosina, 3-O-Acetiltilosina, 3,4"-di-O-Acetiltilosina,
3-O-Acetil-4"-O-propioniltilosina,  3-O-Acetil-4"-O-Isovalerilmacrocina,3-O-Acetil-4"O-buitiltilosina,  3-O-Acetil-4"-O-
isovalerilrelomicina, 4"-O-lsovaleriltilosina, 3,20-di-O-Acetil-4"-isovalerilrelomicina, and 3,4"-di-O-Acetil-4"-O-
isovaleriltilosina. La tilvalosina puede estar en la forma de Aivlosin ®.

Cuando la tilvalosina esta presente en la forma de un éster farmacéuticamente aceptable, se prefiere un alquiléster
del mismo. Cuando la tilvalosina esta presente en la forma de una sal farmacéuticamente aceptable, puede usarse
cualquier sal adecuada. Se prefieren las sales formadas con acidos organicos, en especial las sales formadas con
acidos tales como el &cido ascoérbico, glicdlico, lactico, malico, tartarico o citrico.

Los derivados funcionales, metabolitos, ésteres y sales funcionan del mismo modo que la tilvalosina, es decir, que
tienen un efecto similar sobre una infeccion viral en particular.

En especial se prefiere que la invencién se relacione con el uso de tilvalosina, o de un éster o de una sal de la
misma, en la preparacién de un medicamento para la prevencion o el tratamiento de una infeccion de un virus.

El término “infeccion de un virus” significa la presencia de particulas virales en un huésped. En especial, significa la
presencia en un sujeto de particulas virales no habitualmente halladas en el huésped, o de particulas virales que son
patogénicas o que causan enfermedad en el huésped.

La prevencién de una infeccién de un virus significa que se produce una reduccion en la cantidad de particulas
virales en un huésped, o la reduccién o la prevencion de la replicacién de las particulas virales en el huésped, o la
reduccion o prevencion de los efectos citopaticos de la reproduccion del virus, o la reduccion o prevencién de la
entrada del virus en el citoplasma celular, o la reduccién o prevencién de los efectos patoldgicos o de los
signos/sintomas de la infeccion viral, en comparacion con el estado esperado en un huésped no tratado tras su
exposicion al virus.

Un huésped no tratado es un huésped que no ha recibido la medicacion preparada de conformidad con la invencion.

El estado esperado es la cantidad probable de particulas virales, o el nivel de efectos citopaticos, o de efectos
patolégicos o de signos /sintomas en un huésped no tratado tras la exposicion al virus. Una persona versada en el
arte podria predecirlo.

El tratamiento de la infeccion de un virus significa que se produce una reduccién en la cantidad de particulas virales
en un huésped, o la reduccién o la prevencion de la replicacién de las particulas virales en el huésped, o la
reduccion o prevencién del efecto citopatico de la reproduccién del virus, o la reduccion o prevencién de la entrada
del virus en el citoplasma celular, o la reduccion o prevencion de los efectos patolégicos o de los signos/sintomas
clinicos de la infeccion viral, en comparacion con el estado previo al tratamiento.

Cuando se produce una reducciéon en la cantidad de particulas virales en un huésped, o la reduccion de la
replicacién de las particulas virales en el huésped, o la reduccién del efecto citopatico de la reproduccion del virus, o
la reduccién de la entrada del virus en el citoplasma celular, o la reduccion de los efectos patolégicos o de los
signos/sintomas clinicos de la infeccion viral, la reduccién preferentemente es estadisticamente significativa. Por
ejemplo, preferentemente se produce una reduccién de al menos 25%, mas preferentemente de al menos 30%, aln
mas preferentemente de al menos 35%, mas preferentemente de todo de al menos 40%.

Un huésped es un organismo superior, cuyas células son utilizadas por el virus para su replicacién. El huésped
puede ser humano o animal. Se prefiere que el huésped sea un animal, en especial un animal de ganado tal como
vacas, caballos, aves o cerdos. En especial se prefiere que el huésped sea un cerdo. Como alternativa, el huésped
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es preferentemente un ser humano.
El virus es preferentemente un virus que usa la via endosomal o lisosomal para infectar las células del huésped.

Los términos “via endosomal” y “via lisosomal” son bien conocidos en el arte, y se refieren a los mecanismos
empleados por algunos virus para ingresar a las células. Todos los virus deben tener formas de penetrar las células
objetivo para iniciar la replicacién. Por lo general, los virus lo hacen de dos formas: ya sea mediante un mecanismo
directo en la membrana plasmatica de las células, o tras la internalizacion en un compartimiento celular tal como un
endosoma o un lisosoma. Los virus que usan endosomas y lisosomas para ingresar a la célula también deben
fusionarse con o penetrar la membrana endosomal o lisosomal para poder llegar al citoplasma celular.

Un endosoma es un organulo que porta material recientemente ingerido mediante endocitosis. El término es bien
conocido en el arte.

Un lisosoma es un organulo que contiene enzimas degradativas. El término es bien conocido en el arte.

Muchos virus que utilizan la via endosomal o lisosomal requieren un pH especifico para poder sufrir un cambio
conformacional que provoque la fusién con la membrana endosomal y la entrada a la célula.

Sin apegarse a ninguna teoria en particular, los inventores estadn convencidos de que la tilvalosina ingresa a las
células y se concentra en los endosomas y los lisosomas, y afecta el pH en estos endosomas y lisosomas. Los
inventores consideran que este cambio en el pH endosomal o lisosomal evita la fusion de las particulas virales
dentro del endosoma o lisosoma con la membrana endosomal o lisosomal, y en consecuencia, evita que el virus
penetre el citoplasma celular y se replique.

El virus es preferentemente un virus que utiliza la via endosomal tardia o la via lisosomal.

Un endosoma tardio es un organulo prelisosomal. El término “tardio” se refiere al tiempo que tarda la entrega de
moléculas que sufrieron endocitosis al endosoma tardio. Los endosomas tardios son mas esféricos que los
endosomas tempranos, y se ubican cerca de los nucleos. Los endosomas tardios tienen un pH mas acido que los
endosomas tempranos. El término “endosoma tardio” es bien conocido en el arte.

El virus es preferentemente un virus que utiliza una via endosomal o lisosomal controlada por Rab7.

Las proteinas Rab son GTPasas pequenas halladas en la superficie citoplasmica de ciertos compartimientos
celulares. Participan en la regulacion del trafico que atraviesa la membrana de dichos compartimientos. Rab7 tiene
una funcién en la regulacion del trafico en los endosomas tardios y los lisosomas.

El virus es preferentemente un virus que requiere un pH dentro del endosoma o lisosoma inferior a 6,5,
preferentemente inferior a 6, mas preferentemente inferior a 5,5, ain mas preferentemente inferior a 5, mas
preferentemente de todo inferior a 4,5.

El pH del endosoma o lisosoma puede medirse usando tintura sensible a pH, por ejemplo, una con fluorescencia
azul con pH neutro, y amarillo/verde con pH bajo. La razén de azul:amarillo aporta una medicién del pH
endosomal/lisosomal (Diwu, Chen, Zhang, Klaubert & Haughland (1999) Chemistry and Biology Vol 6 Issue 7 411-
418).

Generalmente se sabe si un virus use las vias endoso males o lisosoma les para lograr la entrada a la célula. En el
caso improbable de que no se sepa, una persona versada en el arte puede confirmar si un virus usa la via
endosomal o lisosomal, verificar qué parte de la via se utiliza, o confirmar el pH o la dependencia de proteina Rab
mediante el andlisis de la entrada viral a las células en presencia de compuestos que se sabe que alteran el pH
endosomal o lisosomal, 0 mediante el uso de mutantes que son negativas para una proteina Rab en particular. Por
ejemplo, pueden usarse los siguientes inhibidores quimicos:

» Cloroquina y cloruro de amonio, que elevan el pH endosomal actuando como sumidero de los protones; y
* Nocodazol, que despolimeriza los microtibulos y bloquea la transicion de los endosomas de tempranos a tardios.

Si un virus no logra penetrar una célula en presencia de cloroquina o cloruro de amonio, puede considerarse que
depende del pH, o sea, que requiere un pH &cido para infectar las células. Si el nocodazol evita que un virus infecte
las células, puede considerarse que el virus utiliza la via endosomal tardia para entrar a las células: su entrada a
estas vias esta bloqueada por el nocodazol.

Como alternativa, pueden usarse las siguientes mutantes dominantes negativas:

» Mutante S34N de rab5, que bloquea la transicion de alveolos recubiertos en clatrina en la membrana plasmatica
a endosomas tempranos, y
+ Mutante T22N de rab7, que bloquea la transicion de endosomas tempranos a endosomas tardios.
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Los virus inhibidos por la mutante S34N de rab5 requieren el paso a través de un endosoma temprano, a
aproximadamente pH 6,5. Los virus inhibidos por la mutante T22N de rab7 requieren el paso a través de un
endosoma tardio a aproximadamente pH 5.

El virus puede ser, por ejemplo, un virus perteneciente a cualquiera de las siguientes familias: Adenoviridae,
Arteriviridae, Asfarviridae, Bunyaviridae, Circoviridae, Coronaviridae, Filoviridae, Flaviviridae, Orthomyxoviridae,
Parvoviridae, Picornaviridae, Reoviridae, y Togaviridae.

Ademas, el virus puede ser, por ejemplo, un virus perteneciente a cualquiera de los siguientes géneros:
Mastadenovirus, Arterivirus, Asfarvirus, Hantavirus, Circovirus, Coronavirus, Flavivirus, Pestivirus, Hepacivirus,
Influenzun virus A, Isavirus, Parvovirus, Enterovirus, Rhinovirus, Ortoreovirus, Rotavirus, y Alphavirus.

In particular, el término “virus” puede significar cualquiera o mas de uno o cualquier combinacién de adenovirus 7,
PRRSV, influenza, incluyendo influenza humana, aviaria, porcina, equina, bovina y canina, virus de anemia
infecciosa del salmén, fiebre porcina clasica, virus Hepatitis C, virus Hepatitis E, virus de fiebre porcina africana,
virus Puumala, virus de bronquitis infecciosa, gastroenteritis transmisible, SARS CoV, virus de Marburgo, virus del
ébola, virus del Nilo Occidental, virus de la fiebre amarilla, virus de la encefalitis transmitida por garrapatas, virus de
la diarrea viral bovina, parvovirus canino, Coxsackie B3, Coxsackie B5, reovirus aviario, rotavirus, virus del bosque
de Semliki y circovirus porcino tipo 2.

El virus es preferentemente PRRSV.
Como alternativa el virus preferentemente no es PRRSV.

En otra alternativa, el virus es preferentemente influenza, en especial influenza humana, en especial influenza
humana cepa A o B, y en especial, cepa A.

Los datos de los virus preferidos se detallan en la Tabla 6.

Asimismo, la invencion provee el uso de tilvalosina o de un derivado funcional, metabolito, éster o sal de la misma en
la preparacion de un medicamento para el tratamiento de cualquiera o mas de una, incluyendo cualquier
combinacion, de adenovirus 7, PRRSV, influenza, incluyendo gripe humana, aviaria, porcina, equina, bovina y
canina, virus de anemia infecciosa del salmén, fiebre porcina clasica, virus Hepatitis C, virus Hepatitis E, virus de
fiebre porcina africana, virus Puumala, virus de bronquitis infecciosa, gastroenteritis transmisible, SARS CoV, virus
de Marburgo, virus del ébola, virus del Nilo Occidental, virus de la fiebre amarilla, virus de la encefalitis transmitida
por garrapatas, virus de la diarrea viral bovina, parvovirus canino, Coxsackie B3, Coxsackie B5, reovirus aviario,
rotavirus, virus del bosque de Semliki y circovirus porcino tipo 2.

Adicionalmente, la invencién provee el uso de tilvalosina, o de un derivado funcional, metabolito, éster o sal de la
misma, en la preparacién de un medicamento para la prevencién o tratamiento de una infecciéon de un virus como los
que se define aqui, y la prevencion o tratamiento de una infeccion bacteriana.

La prevencion o tratamiento de una infeccion de un virus puede ser simultanea, posterior o anterior a la prevencién o
tratamiento de una infeccion bacteriana.

El término “infecciéon bacteriana” significa la presencia de bacterias en un huésped. En especial, significa la
presencia en un sujeto de bacterias no habitualmente halladas en el huésped, o de bacterias que son patogénicas o
que causan enfermedad en el huésped, o la presencia de bacterias en un lugar del huésped en el cual normalmente
no se encuentran estas bacterias.

La prevencion de una infeccién bacteriana significa que se produce una reduccién en la cantidad de bacterias en un
huésped, o la reduccién o la prevencion de la replicacion de las bacterias en el huésped, o la reduccién o prevencion
de los efectos patolégicos o de los signos/sintomas clinicos de la infeccion bacteriana, en comparacion con el estado
esperado en un huésped no tratado tras su exposicién a las bacterias.

Un huésped no tratado es un huésped que no ha recibido la medicacion preparada de conformidad con la invencion.

El estado esperado es la cantidad probable de bacterias, o el nivel de efectos patolégicos o de signos /sintomas
clinicos en un huésped no tratado tras su exposicién a las bacterias. Una persona versada en el arte podria
predecirlo

El tratamiento de la infeccion bacteriana significa que se produce una reduccion en la cantidad de bacterias en un
huésped, o la reduccién o la prevencién de la replicacion de las bacterias en el huésped, o la reduccién o la
prevencion de efectos los patoldgicos o de los signos/sintomas clinicos de la infeccion bacteriana, en comparacion
con el estado previo al tratamiento.
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La infeccion bacteriana puede ser cualquier infeccion que sea susceptible al tratamiento con tilvalosina o un
metabolito funcional, derivado, éster o sal de la misma. En especial, la infeccion bacteriana puede ser una infeccion
de una o mas de las siguientes bacterias:

Especies de micoplasmas (M.hyoneumoniae, M. hyosynoviae, M.hyorhinis M.gallisepticum, M synoviae, M.
meleagridis, M. bovis, M. bovirhinis) Orninthobacterium rhinotracheale
Bordetella bronchiseptica

Actinobaccilus pleuroneumoniae
Pasteurella multocida

Mannheimia (Pasteurella) haemolytica
Rhodococcus (Corynebacterium) equi
Streptococci (Strep, suis, Strep, pyogenes,)
Staphylococci (Staph, aureus, Staph, epidermidis,)
Brachyspira hyodysenteria

Brachyspira pilosicoli

Lawsonia intracellularis

Clostridium perfringens

(Especies de Clostridium)

Corynebacterium diptheriae

Aerococcus catalasicus

Alcaligenes viscolactis

Micrococcus luteus

Microbacterium flavum

Bacillus subtilis

Bacillus circulans

Bacillus licheniformis

Rickettsia spp

Chlamydia spp

Listeria spp

Erysipelothrix rhusiopathiae

Bartonella henselae

Helicobacter pylori

Streptococcus agalactiae, Strep, uberis
Fusobacterium necrophorum

Leptospira spp

La infeccidon bacteriana es preferentemente una infeccién de especies de micoplasmas, en especial Mycoplasma
hyoneumoniae.

A menudo se observa una serie de infecciones virales en combinacién con otras infecciones virales y/o infecciones
bacterianas, y es de especial utilidad poder usar un solo medicamento para tratar a mas de una de las infecciones.
Por ejemplo, una de las enfermedades con mayor importancia econémica en la produccién porcina a nivel comercial
es la enfermedad conocida como el Sindrome Respiratorio Porcino (PRDC), que es una enfermedad multifactorial en
la que participan una serie de virus y bacterias, incluyendo PRRSV, circovirus porcino tipo 2, influenza porcina,
coronavirus porcino y virus de pseudo-rabia (virus de Aujeszky), al igual que los patdgenos bacterianos Mycoplasma
hyoneumoniae, Actinobacillus pleuroneumoniae, Pasteurella multocida, Streptococcus suis y Bordetella
brochiseptica. Consecuentemente, cuando la infeccion viral es una infeccion de PPRSV y/o de influenza porcina, la
infeccion bacteriana es preferentemente una infeccién de uno o mas de los siguientes patégenos: Mycoplasma
hyoneumoniae, Actinobacillus pleuroneumoniae, Pasteurella multocida, Streptococcus suis o Bordetella
brochiseptica.

En el ganado vacuno se observa un sindrome respiratorio similar asociado con virus de la diarrea bovina (BVD),
parainfluenza (PIV), virus sincitial respiratorio bovino (BRSV), rinotraqueitis bovina infecciosa (IBR) y Pasteurella.
Mycoplasma bovis también puede exacerbar esta enfermedad.

En consecuencia, cuando la infeccién viral es una infecciéon de virus de la diarrea bovina, la infecciéon bacteriana es
preferentemente una infeccion de Mannheimia (Pasteurella) haemolytica o Mycoplasma bovis.

Existe una serie de virus de influenza aviaria de baja patogenicidad en las aves que se ha asociado con un nivel
mucho mas incrementado de enfermedad cuando Mycoplasma gallisepticum también esta presente. Se ha
observado mortalidad y morbididad elevada en las bandadas afectadas por estas dos infecciones.

En consecuencia, cuando la infecciéon viral es una infeccion de influenza aviaria, la infeccién bacteriana es
preferentemente una infeccion de Mycoplasma gallisepticum
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La infeccién de virus de influenza en un ser humano puede predisponer a esa persona a infecciones bacterianas
secundarias tales como Staphylococcus aureus, Streptococci haemolyticus, Pneumococci, Pseudomanoas
aeruginosa, Haemophilus influenzae.

En consecuencia, cuando la infeccion viral es una infeccion de influenza humana, la infeccion bacteriana es
preferentemente una infeccion de uno o mas de los siguientes patégenos: Staphylococcus aureus, Streptococci
haemolyticus, Pneumococci, Pseudomanoas aeruginosa, y Haemophilus influenzae.

Mycoplasma neumoniae es una causa comin de enfermedad respiratoria y se han informado co-infecciones del
virus influenza y el virus sincitial respiratorio, y el hecho de que puede producirse una superinfeccion de
M.neumoncan durante un brote de influenza.

Por tanto, como alternativa, cuando la infeccién viral es una infecciéon de influenza, la infeccién bacteriana es
preferentemente una infeccion de Mycoplasma neumoniae.

También se revela un método para prevenir o tratar una infeccién viral que comprende la administracion de
tilvalosina o de un derivado funcional, metabolito, éster o sal de la misma, o de un compuesto farmacéutico que
conste de tilvalosina o de un derivado funcional, metabolito, éster o sal de la misma, a un sujeto que padezca una
infeccién viral.

El método también puede usarse para el tratamiento o la prevencién simultdneos de una infeccién bacteriana.

Una composicién farmacéutica para usar en el método de la invencién consta de tilvalosina o de un derivado
funcional, metabolito, éster o sal de la misma con cualquier base, adyuvante o vehiculo farmacéutico aceptable. Las
bases, adyuvantes o vehiculos farmacéuticos que pueden usarse en la composiciéon farmacéutica incluyen, sin
limitacion, intercambiadores iénicos, alumina, estearato de aluminio, lecitina, proteinas séricas, tales como albdamina
sérica humana, sustancias tampén, tales como fosfatos, glicerina, acido sérbico, sorbato de potasio, mezclas
glicéridas parciales de acidos grasos vegetales saturados, agua, sale o electrolitos, tales como sulfato de protamina,
disodio hidrégeno fosfato, potasio hidrégeno fosfato, cloruro de sodio, sales de zinc, silice coloidal, trisilicato de
magnesio, pirrolidona polivinilica, sustancias a base de celulosa, polietilenoglicol, carboximetilcelulosa sddica,
polyacrilatos, ceras, polimeros en bloque de polietileno- polioxipropileno, polietilenoglicol y grasa de lana.

La composicion farmacéutica puede administrarse por via oral, parenteral, por vaporizador de inhalacion, por via
rectal, nasal, bucal, vaginal, topica, transdérmica o a través de una reserva implantada. Las composiciones
farmacéuticas de esta invencion pueden contener cualquier base, adyuvante o vehiculo farmacéutico aceptable no
toxico.

El término “parenteral” aqui utilizado incluye inyeccidn subcutanea, intracutanea, intravenosa, intramuscular,
intraarticular, intrasinovial, intrasternal, intratecal, intralesional e intracraneana o técnicas de infusién.

La composicion farmacéutica puede ser en la forma de una preparacion inyectable estéril, por ejemplo, como una
suspensién acuosa u oleaginosa inyectable. Esta suspension puede estar formulada conforme a técnicas conocidas
en el arte utilizando agentes de dispersién o humedecimiento adecuados (tal como, por ejemplo, Tween 80) y
agentes de suspension. La preparacion inyectable estéril también puede ser una solucién o suspension inyectable
estéril en un diluyente o disolvente parenteralmente aceptable y no tdxico, por ejemplo, como una solucién en 1,3-
butanediol. Entre los vehiculos y disolventes aceptables que pueden emplearse se encuentran manitol, agua,
solucién de Ringer y solucion isoténica de cloruro de sodio. Ademas, convencionalmente se empelan aceites no
volatiles estériles como medio de disolucion o suspensién. Para este fin puede emplearse cualquier aceite no volatil
blando, incluyendo mono- y diglicéridos. Los aceites grasos, tales como el acido oleico y sus derivados glicéridos,
son Uutiles en la preparacién de inyectables, como también los son los aceites naturales farmacéuticamente
aceptables, tales como el aceite de oliva o el aceite de castor, en especial en sus versiones polioxietiladas. Las
soluciones o suspensiones de estos aceites pueden también contener un alcohol diluyente de cadena larga, o un
dispersante tal como Ph. Helv o un alcohol similar.

La composicién farmacéutica puede administrarse por via oral en cualquier dosis oral aceptable incluyendo, sin
limitacion, capsulas, comprimidos, y suspensiones y soluciones acuosas. En el caso de los comprimidos de uso oral,
las bases comUnmente usadas incluyen lactosa y almidén de maiz. Los agentes lubricantes, tales como el estearato
de magnesio, también son afadidos tipicos. Para la administracion oral en forma de capsula, los diluyentes Utiles
incluyen lactosa y almidén de maiz desecado. Para la administracién oral de las suspensiones acuosas, los
componentes activos se mezclan con agentes de emulsificacién y suspensiéon. Si se lo desea, puede anadirse
ciertos agentes endulzantes y/o saborizantes y/o colorantes.

La composicion farmacéutica puede administrarse en la forma de supositorios para su administracion rectal. Estas
composiciones pueden prepararse mediante la mezcla de un compuesto de esta invencién con un excipiente no
irritante adecuado, que sea solido a temperatura ambiente pero liquido a temperatura rectal, y que por lo tanto, se
derrita en el recto para liberar los componentes activos. Estos materiales incluyen, sin limitacién, manteca de cacao,
cera de abeja, y glicoles de polietileno.
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La composicion farmacéutica puede administrarse mediante aerosol nasal o por inhalacion. Estas composiciones se
preparan conforme a técnicas bien conocidas en el arte de la formulacion farmacéutica, y pueden prepararse como
soluciones en solucién salina, empleando alcohol bencilico u otro conservador adecuado, promotores de absorcién
para aumentar la biodisponibilidad, fluorocarbonos, y/u otros agentes de solubilizacién o dispersién conocidos en el
arte.

El sujeto puede ser cualquier sujeto que padezca una infeccion viral. El sujeto puede ser un ser humano o un animal.
Se prefiere que el huésped sea un animal, en especial un animal de ganado tal como vacas, caballos, aves o
cerdos. En especial se prefiere que el huésped sea un cerdo. Como alternativa, el huésped es preferentemente un
ser humano.

Ahora se describira la invencion en detalle mediante ejemplos, con referencia a las figuras, en las cuales,

La Figura 1 muestra los resultados de un ensayo para determinar la cantidad de células que estan infectadas tras
la exposicién a PRRSV, en presencia de Aivlosin ® (tilvalosina);

La Figura 2 muestra los resultados de un ensayo para determinar la cantidad de células MDCK que estan
infectadas tras la exposicion a influenza, en presencia de Aivlosin ® (tilvalosina);

La Figura 3 muestra los resultados de un ensayo para determinar la cantidad de células Caco-2 que estan
infectadas tras la exposicion a influenza, en presencia de Aivlosin ® (tilvalosina);

La Figura 4 muestra los resultados de un ensayo para determinar la cantidad de células HelLa que estan
infectadas tras la exposicién a influenza, en presencia de Aivlosin ® (tilvalosina);

La Figura 5 muestra el efecto del tiempo y la concentraciéon en la acumulacién intracelular de tilvalosina en
células HRT-18, a) las células HRT-18 se incubaron con 0,5, 5 o 50 pg/mL de tilvalosina durante 4 o 24 horas.
Las muestras del medio (barras blancas y gris claro) y de las células (barras negras y gris oscuro) se cosecharon
por duplicado. Las concentraciones en el medio se detallan como pg tilvalosina/mL medio, mientras que las de
las células se detallan como ug tilvalosina/mg células, b) Para cada muestra se calcularon las razones de las
concentraciones intracelulares:extracelulares de tilvalosina (la muestra 1 en las barras negras y la muestra 2 en
las barras blancas), y se las grafico;

La Figura 6 muestra la acumulacién intracelular de tilvalosina, tilosina y tilmicosina en células HRT- 18, a) Las
células HRT- 18 se incubaron con 10 pg/mL de cada antibiético durante 4 o 24 horas.

Se cosecharon muestras de células por duplicado en cada punto temporal (barras blancas y negras) y se
cosechd una muestra de medio (barras grises). Las concentraciones en el medio se detallan como g
macrélido/ml medio, mientras que las de las células se detallan como pg macrélido/mg células, b) se calcularon y
graficaron las razones de la concentracion intracelular:extracelular de cada macrélido (muestra 1 en las barras
negras, y muestra 2 en las barras blancas);

La Figura 7 muestra la acumulacién intracelular y el transporte transepitelial de la tilvalosina en células Caco-2
polarizadas. Las células Caco-2 se incubaron con 100 pg/mL de tilvalosina en la camara apical (a) o basolateral
(b) durante 30 (barras gris claro), 60 (barras negras), 120 (barras blancas) y 240 (barras gris oscuro) minutos. Se
cosecharon muestras por duplicado de las células y del medio de cada camara en cada uno de los puntos
temporales. Las concentraciones en el medio se detallan como pg tilvalosina/ml medio, mientras que las de las
células se detallan como pg tilvalosina/mg células. Se calcularon y se graficaron las razones de las
concentraciones intracelulares:extracelulares de las muestras en las que la tilvalosina se afadié en la cadmara
apical (c) y la basolateral (d) (la muestra 1 en las barras negras y la muestra 2 en las barras blancas). Se
tomaron muestras del medio de la camara basolateral tras la administracién apical (e) y la camara apical tras la
administracién basolateral (f), y la concentracién de tilvalosina se grafic6 como un porcentaje de la entrada;

La Figura 8 muestra la acumulacién intracelular y el transporte transepitelial de tilvalosina, tilosina y tilmicosina
en células Caco-2 polarizadas. a) Las células Caco-2 se incubaron con 10 pg/mL de tilvalosina, tilosina o
tilmicosina en la camara apical durante 30 (barras gris claro), 60 (barras negras), 120 (barras blancas) y 240
(barras gris oscuro) minutos. Se cosecharon muestras por duplicado de las células y del medio de cada camara
en cada uno de los puntos temporales. Las concentraciones en el medio se detallan como pg macrélido/ml
medio, mientras que las de las células se detallan como pg macrélido/mg células, b) Se calcularon y se
graficaron las razones de las concentraciones intracelulares:extracelulares de las muestras (la muestra 1 en las
barras negras y la muestra 2 en las barras blancas), ¢c) Se tomaron muestras del medio de la camara basolateral
tras la administracion apical, y la concentracién del antibiético se grafic6 como un porcentaje de la entrada;

La Figura 9 muestra la acumulacion intracelular de tilvalosina, tilosina ay tilmicosina en células epiteliales renales
porcinas, a) las células LLC-PK1 se incubaron con 10 pg/mL de cada antibiético durante los tiempos indicados en
la leyenda. Se cosecharon muestras por duplicado de las células y del medio en cada uno de los puntos
temporales (barras grises para las muestras de 32 minutos, barras blancas para las de 75 minutos y barras
negras para las de 120 minutos). Las concentraciones en el medio se detallan como pg macrolido/mL medio,
mientras que las de las células se detallan como pg macrélido/mg células, b) Se calcularon y se graficaron las
razones de las concentraciones intracelulares: extracelulares de cada macrdlido (barras grises para las muestras
de 32 minutos, barras blancas para las de 75 minutos y barras negras para las de 120 minutos);

La Figura 10 muestra la acumulacion celular de antibiéticos macrélidos en glébulos blancos de cerdo y pollo, a)
Los glébulos blancos de cerdo se incubaron con 10 ug/mL de tilvalosina o tilosina durante 10 o 20 minutos. Las
células cargadas de macrdlido al cabo de 20 minutos de incubacion se transfirieron al medio y se incubaron
durante otros 30 minutos. Se cosecharon muestras por duplicado de las células y del medio en cada uno de los
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puntos temporales (barras grises para 10 minutos, barras blancas para 20 minutos y barras negras para 30
minutos de lavado). Las concentraciones en el medio se detallan como pg macrélido/mL medio, mientras que las
de las células se detallan como pg macrélido/mg células, b) Se calcularon y se graficaron las razones de las
concentraciones intracelulares:extracelulares de cada macrélido (barras grises para 10 minutos y barras blancas
para 20 minutos). c) Se evalué la cantidad de macrélido remanente en la célula tras el periodo de reposo, y se
calculd y grafico el % de retencién en la célula (barras negras para las muestras con un reposo de 30 minutos),
d) Los glébulos blancos de pollo se incubaron con 10 pg/mL de tilvalosina, tilosina o tilmicosina durante 15, 30 o
60 minutos. Se cosecharon muestras por duplicado de las células y del medio en cada uno de los puntos
temporales (barras grises para 15 minutos, barras blancas para 30 minutos y barras negras para 60 minutos).
Las concentraciones en el medio se detallan como pg macrélido/mL medio, mientras que las de las células se
detallan como pg macrélido/mg células, e) Se calcularon y se graficaron las razones de las concentraciones
intracelulares:extracelulares de cada macrélido (barras grises para 15 minutos, barras blancas para 30 minutos y
barras negras para 60 minutos).

La Figura 11 muestra el efecto de Aivlosin ® (tilvalosina), tilmicosina y tilosina sobre la infeccién de un virus
influenza en células MDCK.

La Figura 12 muestra los efectos de Aivlosin ® (tilvalosina) en la propagacion de PRRSV tras la infeccion.

La Figura 13 muestra el efecto de diversas sustancias quimicas (clorpromazina, cloroquina, citocalasina D,
nocodazol) y Aivlosin ® (tilvalosina) en PRRSV.

La Figura 14 muestra el efecto de diversas dosis de cloroquina en la replicacion de PRRSV, EAV (virus de
arteritis equina) y FCV (calicivirus felino)

La Figura 15 muestra los efectos de Aivlosin ® (tilvalosina) en el virus Influenza (cepa Udorn)

a) porcentaje de células infectadas por el virus en la monocapa celular

b) ensayo de placa empleado para cuantificar el titulo viral en células pretratadas con Aivlosin ® (tilvalosina) o
no tratadas. La replicacion del virus PRRSV esta inhibida en las monocapas celulares tratadas, y sélo se
detecta un indculo viral residual.

La Figura 16 muestra el efecto de diversos macrélidos en la replicacién de VR2332 (una cepa americana tipo 1
de PRRSV)

La Figura 17 muestra los resultados de un ensayo sobre la entrada de VR2332.

La Figura 18 muestra el efecto de tilvalosina en la infeccién de virus en células HeLa y HT29.

La Figura 19 muestra los resultados de un ensayo con naranja de acridina para evaluar el efecto de la tilvalosina
en el pH endosomal.

EJEMPLOS
EJEMPLO 1
Ensayo con PRRSV

Células MA 104 se pretrataron con Aivlosin ® (tilvalosina) o tilmicosina durante cuatro horas. A continuacion, las
células fueron expuestas a PRRSV en presencia de tilvalosina o tilmicosina, y luego se lavaron tres veces con PBS
para eliminar el virus no ligado, y se afadidé un medio fresco con contenido de tilvalosina o tilmicosina. Las células se
incubaron durante otras 24 horas antes de ser fijadas con formaldehido al 4 %. La infeccion de virus fue detectada
mediante inmunofluorescencia indirecta utilizando anticuerpos primarios policlonales porcinos anti-PRRSV y
anticuerpos secundarios antiporcinos marcados con FITC. La inmunofluorescencia se detecté utilizando un
microscopio confocal Leica. Las células que mostraron una fluorescencia verde (de la tincion de FITC) se clasificaron
como positivas conforme a los nucleos con tincion DAPI.

EJEMPLO 2
Ensayos con Influenza

Se afadio Tilvalosina a células MDCK, HelLa o CaCo-2 durante 2 o 4 horas con diversas concentraciones. A
continuacion las células fueron expuestas a la cepa PR8 del virus influenza A(multiplicidad de infeccion de 10).
Trascurridas 4 horas las células se fijaron con formaldehido al 4% y se tifieron para detectar nucleoproteina (NP) de
influenza utilizando anticuerpos primarios anti-NP de conejo y anticuerpos secundarios anticonejo con Alexa Fluor
488. La inmunofluorescencia se detectd utilizando un microscopio confocal Leica. Las células que mostraron
fluorescencia verde (de la tincion con Alexa Fluor 488) se clasificaron como positivas conforme a los nucleos con
tincion DAPI.

EJEMPLO 3

Comparacion de la acumulacion intracelular y el transporte transepitelial de Aivlosin, Tilosina and
Tilmicosina
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Se puso a prueba la capacidad de los antibiéticos macrélidos tilvalosina, tilmicosina y tilosina de entrar y acumularse
en tres tipos de células: epiteliales (intestino, rifién) y glébulos blancos. La tilvalosina (3 -acetil4-isovaleriltilosina)
ingreso con rapidez en los tres tipos de células, y la mayor concentracion se obtuvo en el citoplasma de los glébulos
blancos. También penetro6 las células epiteliales Caco-2 polarizadas ya sea a través de la superficie apical como la
basolateral, para concentrarse en el interior de las células y ser transportada a la superficie opuesta. La tilosina
ingres6 bastante poco en todos los tipos de células, mientras que la tilmicosina mostré una capacidad intermedia
para entrar y acumularse en las células. La mayor captacion por parte de la tilvalosina puede estar relacionada con
la presencia de un grupo isovaleril. Si bien los tres antibiéticos son macrélidos, se demostrd que diferian en al menos
un aspecto de la distribucion, pertinente a su eficacia para tratar la enfermedad clinica.

Se sabe que los antibiéticos macrélidos penetran las células y se concentran en su interior. El antibiético con base
débil queda atrapado en el ambiente acido en las células, en especial en los lisosomas (Tulkens, 1991) y también
puede concentrarse en otros organulos intracelulares. Sin embargo, el grado de penetraciéon y concentracién
intracelular varia entre los distintos macrolidos y con los distintos tipos de células (Bosnar et al., 2005, Labro, 1993).
Anteriormente se ha informado que la tilmicosina se concentra en las células (Scorneaux & Shrycock, 1998a,b).

Tres antibiéticos macroélidos con declaraciones de eficacia similares son la acetilisovaleriltilosina (Tilvalosina, ECO
Animal Health), la tilosina (Tylan, Elanco Animal Health) y la tilmicosina (Pulmotil, Elanco Animal Health). La
tilvalosina ha sido aprobada recientemente en toda la Unién Europea (UE), a través de un proceso centralizado, para
el tratamiento y la prevencion de neumonia enzoética (Mycoplasma hyoneumoniae) en cerdos, para el tratamiento
de ileitis (Lawsonia intracellularis) y para el tratamiento y la prevencion de disenteria porcina (Brachyspira
hyodysenteriae). Se la utiliza en ciertos paises fuera de la UE para el tratamiento y la prevencion de micoplasmosis
(Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma synovae) en pollos. La tilmicosina se usa en cerdos para el tratamiento de
neumonia causada por Mycoplasma hyoneumoniae y para el tratamiento de infecciones respiratorias en bandadas
de pollos asociadas con Mycoplasma gallisepticum. La tilosina se usa para la prevencién y el control de neumonia
enzodtica, para la prevencion y el control o tratamiento de disenteria porcina y para el tratamiento y el control de
Lawsonia intracellularis. También se usa para el control de Mycoplasma gallisepticum cepa S6 en pollos.

En consecuencia, los enterocitos y las células epiteliales respiratorias parecen ser los blancos de estos patégenos.
Hay muchos informes sobre el efecto de los macrélidos en el sistema inmune innato o no especifico (lanaro et al.,
2000; Labro, 1993; Labro, 2000; Sunazuka et al., (2003)). Los dos tipos de células fagociticas mas importantes en el
cuerpo que participan en la defensa contra las enfermedades microbianas son los macréfagos y los neutréfilos
(heterdfilos en los pollos). Mientras que los macrofagos, derivados de los monocitos sanguineos, son células con
una vida relativamente prolongada, los neutréfilos tiene corta vida Se sabe que ambos tipos de células son
importantes para el sistema inmune innato.

Se investigd la captacién y la concentracion de los tres antibiéticos en diversos tipos de células, con representacién
de enterocitos, células epiteliales y globulos blancos (WBC). La investigacion us6 lineas celulares epiteliales
establecidas de intestino humano (HRT- 18 y Caco-2), ya que estos dos tipos de células retienen algunas de las
propiedades de los enterocitos in-vivo. Las células Caco-2 pueden formar monocapas polarizadas (dado que
cuentan con una superficie apical y una superficie basolateral) cuando se cultivan en una membrana
semipermeable. El medio puede colocarse por encima o por debajo de la membrana semipermeable, y el transporte
transepitelial de las moléculas puede estudiarse utilizando estas células. Los enterocitos participan en la captacion
de antibidticos del intestino (lumen intestinal). Se utilizaron células renales porcinas como ejemplo de un tipo de
célula epitelial, y se usaron glébulos blancos tanto de pollo como de cerdo.

MATERIALES Y METODOS
Soluciones madre del antibiotico

La tilvalosina se obtuvo como tartrato en la forma del producto soluble en agua (ECO Animal Health). El principio
activo tilvalosina (3-acetil4-isovaleriltilosina) consta de 70,71% de tilvalosina granulada para la solucion oral,
conforme al certificado de andlisis. En todo este informe, la tilvalosina se refiere al principio activo,
acetilisovaleriltilosina. La tilosina, en la forma de Tylan Soluble, (ELANCO Animal Health) se us6 como sal de
tartrato. Se utiliz6 tilmicosina, en la forma de Pulmotil AC (ELANCO Animal Health). La tilmicosina deriva de un
producto de fermentacion de la fraccion B de la tilosina.

Lineas celulares

Las células HRT-18, Caco-2 y LLC-PK1 se obtuvieron de ECACC. Las células HRT-18 se mantuvieron en medio
RPMI 1640 con contenido de suero fetal bovino al 10%, 100 U/mL de penicilina y 100 ug/mL de estreptomicina. Las
células Caco-2 se mantuvieron en DMEM suplementado con suero fetal bovino al 10%, 2 mM L-glutamina y 100
U/mL penicilina, y 100 pg/mL streptomicina. Las células LLC-PKI se mantuvieron en Medio 199 con contenido de
suero fetal bovino al 10%, 2mM L-glutamina, 100 U/mL penicilina y 100 pg/mL estreptomicina.
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Preparacion de los glébulos blancos de cerdo y de pollo

La sangre de cerdo se extrajo utilizando campanas de extraccion por vacio BD revestidas en heparina (6). Se
mezclaron 20 mL de sangre con 30 mL de tampdn fosfato salino (PBS) en un tubo de centrifuga cénico de 50 mL.
Esto se repitié para obtener tres tubos iguales. Las mezclas se centrifugaron durante 10 minutos a 2050x g. Los
glébulos blancos, junto con algunos glébulos rojos por debajo, se cosecharon en un tubo de centrifuga conico de 50
mL. Se anadié PBS hasta alcanzar unos 50 mL. Se realiz6 una solucion de Percoll al 63% de la siguiente manera:
6,3 mL Percoll (Sigma), 1,0 mL 1.5 M NaCl, 2,7 mL H>O. Se afiadi6 10 mL de Percoll al 63% a dos tubos de
centrifuga conicos de 50 mL. 25 mL de los glébulos blancos resuspendidos se colocaron cuidadosamente sobre
cada una de las soluciones de Percoll. Se produjo una interfaz intensa. El material se centrifugd a 3000 x g durante
10 minutos. Pudo verse con claridad una banda de glébulos blancos en la interfaz de PBS/Percoll. Los globulos
blancos se cosecharon en PBS (50 mL) y se centrifugaron a 500 x g durante 10 minutos. El botdn celular se
suspendi6 en medio (medio esencial minimo de Glasgow con contenido de penicilina y estreptomicina). Se realizé
un recuento de células viables utilizando azul tripan.

El mismo método de aislamiento de los gl6bulos blancos de cerdo se utilizé para los glébulos blancos de pollo, con
la excepcién de que se prepard y mezcl6 heparina (100 1.U./mL) con igual volumen de sangre entera de pollo.

Efectos del tiempo y la concentracion en la acumulacion intracelular de tilvalosina en células HRT-18

Las células HRT-18, en placas de cultivo de tejidos de 6 cm, se incubaron en presencia de 0,5, 5 0 50 ug/mL de
tilvalosina. Al cabo de 4 horas, se retiraron de la incubadora dos placas para cada concentracién de tilvalosina y dos
placas sin antibiético. Se retir6 una muestra de medio (aproximadamente 1 mL), se la coloc6 en un tubo Eppendorf
etiquetado y se la guardd a -20°C. Luego se retir el resto del medio. Cada una de las monocapas celulares se lavo
dos veces con PBS, utilizando aproximadamente 5mL para cada lavado. Se usé el émbolo de una jeringa plastica de
2 mL para ayudar a desprender las células. Se afiadiéo PBS (500 plL) a la placa, y las células se pasaron con cuidado
a este medio utilizando una micropipeta. A continuacién se colocé la muestra en un tubo Eppendorf y se la centrifugd
a 8000 x g en una centrifuga de mesa (Biofuge pico, Heraeus instruments) durante 13 segundos. Se forma un botén
de célula obvio. Se retir6 el sobrenadante utilizando una micropipeta, y el material celular se guardé a -20°C en un
tubo Eppendorf etiquetado. Al cabo de aproximadamente 24 horas, las placas de cultivo de tejidos restantes se
retiraron de la incubadora y se trataron de la forma descrita para las muestras a las 4 horas. Todas las muestras,
incluidas las de 4 horas, a continuacion se guardaron a -70°C.

Acumulacion intracelular de tilvalosina, tilosina y tilmicosina en células HRT-18

Las células HRT- 18 se prepararon de la forma descrita arriba, y se usaron en el paso subcultivo 42. Las soluciones
madre de antibioéticos (ya sea tilvalosina, tilosina o tilmicosina) se diluyeron en el medio de desarrollo y se afiadié 10
pg/mL de cada antibiético a las monocapas celulares confluentes. Las células se incubaron a 37°C en una atmésfera
de CO; al 5% durante 4 horas o 24 horas. Se cosecharon los medios y las células, y se evalu6 el contenido de
antibiético de la forma ya descrita.

Acumulacion intracelular y transporte transepitelial en células Caco-2

Las células Caco-2 se sembraron a una densidad de 0,8 x 10° células por cavidad de una placa de 6 cavidades con
filtro transparente Transwell, tamafio de poro 0,4. Las células se incubaron con 2 mL de medio tanto en camara
apical como basolateral. El medio se reemplaz6 cada 2 dias durante 10-14 dias. La resistencia transepitelial se
midi6 utilizando un aparato Millicell ERS (Millipore) en el dia 7, 10 y/o 14 a fin de identificar el momento en que las
células se habian polarizado. Las lecturas de > 1000 Q fueron indicativas de células polarizadas.

Los distintos farmacos (a 100 pg/mL) se colocaron en la cdmara apical o basolateral, y en diversos puntos
temporales, hasta llegar a 240 minutos: el medio en el compartimiento apical y basolateral y las células se
cosecharon y analizaron para determinar el contenido de macrolido.

Acumulacion intracelular de tilvalosina, tilosina y tilmicosina células renales de cerdo

Las células LLC-PK1 en placas plasticas de cultivo para tejidos de 6cm? se incubaron con 10 pg/mL de los distintos
macrélidos. Se cosecharon las células y el medio de la forma descrita arriba, al cabo de 30, 75 y 120 minutos.
Acumulacion intracelular de tilvalosina, tilosina y tilmicosina en globulos blancos de cerdo y glébulos
blancos de pollo

Las células se incubaron con 10 mg/mL de cada antibiético. Todos los tubos se colocaron en una mezcladora

rotativa a 37°C. Se cosecharon muestras de supernadante y de las células en los tiempos descritos en la leyenda de
la figura. Para cada antibiético se usaron muestras por duplicado en cada punto temporal.
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Analisis de muestras con contenido de tilvalosina, tilosina y tilmicosina

Todas las muestras de supernadante y de las células se transportaron congeladas (a aproximadamente -20°C) a
York Bioanalytical Solutions (York, Inglaterra) para su analisis. En breve, se pesé 0,25 g de tampo6n (medio RPMI
con contenido de 10% FCS) en un tubo de polipropileno. Se afadié un volumen de 50 pL de la solucion de trabajo
apropiada a las muestras de control de calidad (QC). Se afadié metanol (50 pL) a cada muestra testigo utilizada
para la preparacion de las referencias de calibracién, las muestras de recuperacion y los testigos de los reactivos. Se
anadié a cada muestra un volumen de 2,5 mL de tampdn fosfato 0.1 M, y se las mezclé en una mezcladora voértex
durante aproximadamente 1 minuto, y luego se las centrifug6 a 3220 x g durante 10 minutos a 4°C.

Para la fase de limpieza liquido-liquido se transfiri6 una alicuota (100 pL) del supernadante a un tubo de
polipropileno. El pH se ajusté a pH 8-8.5 mediante el afiadido de 0.1 M NaOH, y se mezcl6 en una mezcladora
vortex. Se afadi6 acetato de etilo (5 mL), y tras taponar el tubo, toda la mezcla se agité durante 10 minutos, y luego
se la centrifugd a 3220 x g durante 10 minutos a 4 °C.

Se afadié acetato de amonio (20 mM; pH nativo) — acido férmico, 1000:3, v/v (100 L) en cada cavidad en una placa
de recoleccion de polipropileno de 2 mL. Se transfiri6 una alicuota de la mezcla de acetato de etilo (100 pL) a la
placa de recoleccion de polipropileno y se la evapord bajo nitrogeno (40 °C) hasta haber evaporado totalmente el
acetato de etilo, pero no el acetato de amonio. Se afiadi6 metanol (100 yL) a cada cavidad, excluyendo las
referencias de calibracion.

A cada cavidad con referencia de calibraciéon se afadié 100 pL de la solucion de trabajo de calibracion apropiada.
Las muestras luego se mezclaron en una mezcladora vortex durante al menos 10 minutos, y se sometieron a
cromatografia en fase liquida con analisis espectrométrico de masa. El método indicado se aplic6 a las muestras de
medio (y las referencias de calibracion y las muestras de control de calidad).

Para las células, se pesaron los tubos de la muestra, y se afiadi6 100uL de acetonitrilo. Las muestras luego se
mezclaron en una mezcladora vortex durante 10 segundos, y luego se centrifugaron a 10285 x g a 4 °C durante 5
minutos. La muestra se transfirié a un tubo de polipropileno. El tubo de la muestra original se lavd con tampoén
fosfato 0.1 M (1 mL). Esto se transfirié al tubo de polipropileno. Se realizdé un segundo lavado de 1 mL, y luego un
lavado final de 0,5 mL. El tubo de polipropileno ahora se encontraba en la misma etapa que al final de la extraccion
de liquido, pero con las células presentes en lugar del medio. A esto luego se aplicaron los pasos de preparaciéon de
muestra arriba descritos. Se dejaron secar los tubos de muestra originales (o sea, se permitié que se evaporara todo
remanente de disolvente), y luego se volvieron a pesar para determinar el peso de las células en la muestra, a fin de
permitir la determinacion de la concentracion por gramo de células.

RESULTADOS
Efectos del tiempo y la concentracion en la acumulacion intracelular de tilvalosina en células HRT-18

Se realizaron experimentos iniciales para investigar el efecto de incrementar la concentracion con el transcurso del
tiempo, sobre la acumulacion intracelular de tilvalosina in en la linea de células epiteliales intestinales HRT-18. Como
puede verse en la Figura 5a, se produjo una rapida captacion (dentro de las 4 horas) de la tilvalosina en las células
HRT-18 directamente proporcional a la concentracion en el medio. Las células acumularon altas concentraciones de
tilvalosina — al menos 585 ug/g de células. La célula: la razén de la concentracién de medio (indicada en la Figura
5b) fue de aproximadamente 1:12 para las tres concentraciones iniciales de tilvalosina en el medio. Se obtuvieron
resultados similares al cabo de 24 horas de incubacion. Sin embargo, las razones fueron inferiores.

Acumulacion intracelular de tilvalosina, tilosina y tilmicosina en células HRT-18

Luego comparamos la acumulacién intracelular de tilvalosina en células HRT-18 con la de los macroélidos
relacionados tilosina y tilmicosina. Como puede verse en la Figura 6a la tilvalosina ingresé en las células epiteliales
intestinales HRT-18 con mayor rapidez. Se detectd un valor promedio de 61,8 g tilvalosina/mg células a las 4 horas
mientras que soélo se detectdé un promedio de 7,24 ug tilmicosina /mg células en el mismo punto temporal. A las 24
horas se hall6 un promedio de 57.6 ug tilvalosina/mg células y de 32,45 g tilmicosina /mg células. En ambos puntos
temporales la tilosina no entré con facilidad en las células HRT-18. Las razones intracelulares:extracelulares se
detallan en la Figura 6b. Al cabo de 4 horas, la acumulaciéon de tilvalosina produjo un valor promedio para la
concentracién en las células 5,13 veces superior. S6lo se concentré una muestra de tilmicosina, y esta fue 1,32
veces superior. Al cabo de 24 horas, las razones de las concentraciones medias fueron similares para la tilvalosina
(5,34 veces) y la tilmicosina (4,64 veces). La incapacidad de la tilosina de entrar en las células epiteliales HRT- 18
hizo que las razones de concentracién fueran inferiores a 1.

Acumulacion intracelular y transporte transepitelial de tilvalosina en células Caco-2 polarizadas

Luego examinamos la acumulacion intracelular de tilvalosina en otra linea de células epiteliales intestinales, Caco-2.
Estas células, cuando se cultivan en bases permeabilizadas, pueden diferenciarse y polarizarse: de este modo
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forman uniones estrechas entre las células, lo que resulta en la formacion de una membrana apical (superior) y
basolateral (laterales e inferior).

La Figura 7a muestra la concentracion de tilvalosina en las células y el medio de las camaras apicales y
basolaterales cuando se anadié tilvalosina al medio de la cdmara apical. La Figura 7b muestra resultados similares
cuando se anadi6 tilvalosina a la cdmara basolateral. La tilvalosina muestra una entrada rapida a las células Caco-2
P polarizadas. Se detecté una concentracion intracelular promedio de 428 ug tilvalosina/mg células a los 30 minutos
de la administracion apical (barras gris claro en la Figura 7a) y de 493 pg tilvalosina/mg células tras la administracion
basolateral (barras gris claro en la Figura 7b). Tras la administracion apical, las concentraciones de tilvalosina en las
células alcanzaron un méaximo (559,5 - 620 pg tilvalosina/mg células) entre 60 minutos y 120 minutos, y luego
disminuyeron a 375 ug tilvalosina/mg células a los 240 minutos. Las células que habian recibido tilvalosina
administrada en la camara basolateral no alcanzaron los mismos niveles de concentracién intracelular que cuando
se la administré en la camara apical. La concentracion méxima promedio alcanzada fue tras 30 minutos de
incubacién, y luego de este periodo, las concentraciones intracelulares disminuyeron a 155,5 pg tilvalosina/mg
células a los 240 minutos.

Las razones intracelulares:extracelulares se sefialan en la Figura 7c y la 7d. Tras la administracién apical (la Figura
7c¢) la tilvalosina con rapidez se concentré dentro de las células Caco-2 con una razén de 4,64 al cabo de 30
minutos. Esta razén alcanzé su punto maximo entre 60 minutos y 120 minutos (valor promedio de 10,23-15,58) y
luego disminuy6 a un valor promedio de 5,85 a los 240 minutos. La tilvalosina también demostrd una concentracién
rapida tras la administracién basolateral: se observd una razon intracelular:extracelular promedio de 7 al cabo de
solo 30 minutos. Sin embargo, después de este periodo, la razén disminuy6 a 3,57 tras 240 minutos.

También examinamos el medio en la camara opuesta al lugar de administracién (o sea, la camara basolateral
cuando la tilvalosina se anadi6 a la camara apical) para investigar si la tilvalosina podria ser transportada a través de
las células epiteliales polarizadas. Como puede verse en la Figuras 7e (administracién apical) y 7f (administracion
basolateral) se detectaron niveles similares de tilvalosina en la camara opuesta que alcanzaron niveles de 19%
(Figura 7e) o 22,05% (Figura 7f) de tilvalosina en comparacion con la cdmara de administracion al cabo de 240
minutos. El aumento en la concentracion de tilvalosina en el medio de la camara opuesta coincide con la reduccion
en los niveles de tilvalosina detectados dentro de las células, lo que sugiere que la reduccién en las concentraciones
intracelulares puede deberse al paso de la tilvalosina al medio en el lado opuesto de las células.

Acumulacion intracelular y transporte transepitelial de tilvalosina, tilosina y tilmicosina en células CaCo-2

Se realizaron experimentos similares para comparar la acumulacion intracelular y el transporte transepitelial de la
tilvalosina con la tilosina y la tilmicosina, si bien s6lo examinamos el efecto tras la administracion apical. Como puede
verse en la Figura 8a, la tilvalosina volvi6 a mostrar una rapida entrada y acumulacién, alcanzando una
concentracion promedio maxima de 42,2 ug tilvalosina/mg células al cabo de 120 minutos. Como sucedi6 antes, la
concentracién intracelular de tilvalosina disminuyé en el punto temporal de 240 minutos (a un valor promedio de 34,3
ug de tilvalosina/mg células). La tilosina no entré con facilidad en las células Caco-2 células polarizadas: tras 240
minutos sélo se detectaron 1,86 pg tilosina/mg células. La tilmicosina demostrdé una entrada y acumulacion mas
lenta que la tilvalosina. La concentracion intracelular promedio a los 120 minutos fue de 8,6 pg tilmicosina/mg células
(comparado con 42,2 ug tilvalosina/mg células en el mismo punto temporal). A los 240 minutos la tilmicosina alcanzé
una concentracién promedio de 16,05 pg tilmicosina/mg.

Las razones intracelulares:extracelulares en la Figura 8b sefialan que la tilvalosina se concentra con rapidez en las
células Caco-2 polarizadas. La tilosina no se concentré en estas células, y la tilmicosina demostr6 un efecto
intermedio con una cinética mas lenta en la concentracién, pero se alcanzaron concentraciones con aumentos
similares al cabo de 240 minutos (concentracion 3,49 veces mayor para la tilvalosina y 2,5 veces mayor para la
tilmicosina).

Los datos sefialados en la Figura 8c indican un transporte mas eficiente de la tilvalosina al liquido basolateral que
con tilosina o tilmicosina. Después de 240 minutos de incubacién con tilvalosina, la camara basolateral contenia un
promedio de 10,47% del valor de la camara apical. Esto se compara con un valor promedio de 0,52% para la tilosina
y de 1,08% para la tilmicosina.

Acumulacion intracelular de tilvalosina, tilosina y tilmicosina células renales de cerdo

Los animales huésped tipicamente tratados con tilvalosina, tilosina y tilmicosina son los cerdos y las aves.
Examinamos la acumulacion intracelular de estos macrélidos en la linea de células epiteliales renales porcinas LLC-
PK1. Como puede verse en la Figura 9a, la tilvalosina entré y se acumulé con rapidez en las células LLC-PK1, y al
cabo de 75 minutos se detectd una concentracion promedio de 53,95 g tilvalosina/mg células comparado con 2,41
ug tilosina/mg células y 4,98 pg tilmicosina/mg células. Como puede verse en la Figura 9b, la tilvalosina alcanz6 una
razén intracelular:extracelular maxima de 8,9 a los 120 minutos. La tilosina no se concentré en las células LLC-PK1
en absoluto, y la tilmicosina demostr6é una concentracion 1,7 mayor a los 120 minutos.
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Acumulacion intracelular de tilvalosina y tilmicosina en glébulos blancos de cerdo y de pollo

También examinamos la acumulacion intracelular de los macrélidos en glébulos blancos aislados de pollos y de
cerdos. La tilvalosina ingres6 con rapidez en los glébulos blancos de cerdo (Figura 10a). Después de 10 minutos, se
detectdé una concentracion promedio de 57,4 pg tilvalosina/mg células, comparado con 31,25 pg tilmicosina/mg
células. Se detect6 un escaso aumento en estos valores a los 20 minutos, cuando se detecté 61,45 g tilvalosina/mg
células y 36 pg tilmicosina/mg células. Como puede verse en la Figura 10b, la razdn intracelular:extracelular
promedio fue de 8,68 para la tilvalosina, comparado con 4,33 para la tilmicosina. Se hallaron razones similares para
ambos antibiéticos al cabo de 20 minutos. Cuando las células cargadas de antibitico se dejaron en medio sin
antibidtico, se observé un transporte hacia el exterior de la célula. La cantidad retenida dentro de la célula fue similar
para ambos antibiéticos a aproximadamente 14 a 15% (Figura 10c). Por lo tanto, la mayoria del antibiético sale de
las células bajo estas condiciones.

El tipo de célula equivalente al neutrofilo de los mamiferos en los pollos es el heteréfilo. Se aislaron glébulos blancos
de sangre de pollo, y se evaluaron en cuanto a la acumulacién de antibiotico. Los resultados, detallados en la Figura
10d, demuestran que la tilvalosina se acumula con rapidez en las células. A los 15 minutos, la concentraciéon de
tilvalosina en las células tiene un valor promedio de 89,8 ug tilvalosina/mg células, y este valor alcanzé el maximo
para este ensayo de 122,9 g tilvalosina/mg células al cabo de 60 minutos. La tilosina pudo entrar en estas células,
y observé concentraciones intracelulares de tilosina que aumentaron de 10,1 g tilosina/mg células a los 15 minutos
a 32,1 pg tilosina/mg células a los 60 minutos. La tilmicosina otra vez demostr6 un efecto intermedio y aumento de
37,1 pg tilmicosina/mg células a los 15 minutos a 71,3 pg tilmicosina/mg células a los 60 minutos.

Las razones intracelulares:extracelulares (Figura 10e) demostraron que a los 15 minutos la concentracion
intracelular de tilvalosina fue alrededor de 18 veces mayor que la concentracion en el medio. Se detectd una
concentracién 19 veces mayor al cabo de 60 minutos. Tanto la tilmicosina como la tilosina se concentraron en las
células, si bien esto vari6 durante el periodo experimental de alrededor de 4,2 a 8 veces mayor para la tilmicosina, y
de 2,65 a alrededor de 4,7 para la tilosina.

DISCUSION

La captacion y acumulacién de antibidtico en las células podria ser un factor importante que podria afectar la
replicacién del virus. La replicacién viral se produce exclusivamente dentro de las células, ya que el virus requiere la
maquinaria de la célula para su replicacién. Normalmente no se espera que los antibidticos tengan efecto sobre la
replicacién viral. Sin embargo, en este caso se ha hallado, sorpresivamente, que Aivlosin® (tilvalosina) afecta la
replicacién de PRRSV e Influenza A. Los datos comparativos para la entrada a la célula de los distintos macrolidos
pueden ayudar a explicar las posibles diferencias en los efectos sobre la replicacion viral.

En estos estudios los inventores han investigado la captacion y la acumulacién intracelular de tres macrélidos -
tilvalosina, tilosina y tilmicosina — en células epiteliales humanas y porcinas, y en glébulos blancos de cerdo y de
pollo (WBC), y demostraron que la tilvalosina podia entrar y concentrarse en un mayor grado que la tilosina o la
tilmicosina en todos los tipos de células. Sin embargo, los datos claramente subestiman el grado de concentracion
intracelular debido a la presencia de medio entre las células (liquido intercelular) (Scorneaux and Shryock, 1999).
Ademas, se ha demostrado que los macrélidos se colocan dentro de los compartimientos celulares acidos, en
especial los lisosomas (Tulkens, 1991, Carbon, 1995). Estos compartimientos constituyen una porcion relativamente
pequeiia del volumen citosélico en las lineas de células epiteliales, y las concentraciones de antibiético localizadas
seran, por lo tanto, elevadas.

Los experimentos iniciales para estudiar la acumulacién de tilvalosina en células epiteliales intestinales (HRT 18)
demostraron que el antibiético se concentra eficientemente con niveles que dependen directamente en los del
medio. Los experimentos adicionales para comparar la captacion y concentracion de tilvalosina, tilosina y tilmicosina
en células HRT- 18 y LLC-PK1 demostraron marcadas diferencias entre la conducta de cada uno, siendo la
diferencia mas notable que la tilosina no ingresaba con eficiencia a ninguna de las dos lineas celulares, y no se
concentraba. En consecuencia, sobre la base de los datos de HRT- 18 podria esperarse que la captaciéon en el
huésped a través de las células epiteliales intestinales es menor para la tilosina que para la tilvalosina. Los datos in
vivo (Okamoto et ah, 1981) han demostrado que la administracién oral de tilvalosina produce niveles sanguineos
mas altos que la tilosina. Existe una marcada diferencia entre la conducta de la tilvalosina y de la tilosina, a pesar de
su que sus estructuras moleculares estan estrechamente vinculadas. La observacién de que 3-acetiltilosina (datos
no publicados) y la tilosina se comportan del mismo modo apoya la opinion de que el grupo isovaleril hidrofébico
presente en la tilvalosina (3-acetil-4"-isovaleriltilosina) es importante para su captacién eficiente y posterior
acumulacion en los compartimientos &cidos. La tilmicosina es intermedia en lo que se refiere a la tasa de
entrada/acumulacion en la célula, pero los niveles finales logrados son muy similares a los de la tilvalosina. Esto
puede reflejar la hidrofobicidad intermedia de la tilmicosina. Todos los valores pKa informados de los farmacos son
congruentes con la protonacion y la acumulacién en compartimientos acidos tales como los lisosomas. La falta de
acumulacion de la tilosina, incluso tras 24 horas, probablemente refleja su limitada capacidad de atravesar la
membrana plasmatica y las membranas de los organulos intracelulares.
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La investigacion sobre la captacién y la excrecién de antibiéticos macrolidos utilizando células Caco-2 extendio el
trabajo celular realizado con HRT- 18. Las células Caco-2 son células de adenocarcinoma colénico humano, y son
células epiteliales que exhiben las caracteristicas de los enterocitos maduros, incluyendo microvellocidades, uniones
estrechas, enzimas tales como hidrolasas del intestino delgado, transportadores de nutrientes y proteinas
membranales tales como CTFR, ICAM-1, receptor de interleucina-1, receptor de interleucina-6, y receptor de alfai-
antitripsina (Varilek et al., 1994, Kaiserlian et al., 1991, Zweibaum et al., 1983, Sood et al., 1992, Molmenti et al,
1993). Estos rasgos hacen que sean ideales para evaluar la capacidad de los farmacos de atravesar los epitelios de
forma direccional.

En numerosos estudios se han empleado células polarizadas para examinar las vias de entrada y transporte de
diversos tipos de moléculas, incluyendo las inmunoglobulinas y las albuminas (Ellinger et al, 2001, Maples et al.,
1997, Antohe et al, 1997). Estas células también se han usado para estudiar la entrada y liberacion polarizadas de
virus (Cordo et al, 2005, Chu and Ng 2002, Rossen et al. 2001, Jarvis et al, 1999).

Los resultados obtenidos con células Caco-2 en la presente investigacion demuestran una rapida concentracion de
la tilvalosina a los 30 minutos (el primer punto temporal utilizado) tanto para la administracion apical como la
basolateral. Se obtuvieron valores similares con ambas vias de administracion, lo que sugiere la existencia de
mecanismos de captacién similares en ambas superficies. La tilvalosina atravesé la célula para llegar a la superficie
opuesta y luego pasar al medio. De este modo, el antibiético administrado en la superficie apical pudo ser detectado
en el medio basal. Este efecto aumentd con el transcurso del tiempo, de modo tal que al cabo de 4 horas alrededor
de 20% de la cantidad total de tilvalosina habia sido transportada. Este parece ser un proceso eficiente, teniendo en
cuenta la baja cantidad de células que participan en el transporte. El desplazamiento de la tilvalosina sigue una
gradiente de concentracién. Se desconoce el mecanismo al que esto se debe. La tilosina no se concentrd a nivel
intracelular en las células Caco-2, la tilmicosina demostr6 una conducta intermedia: no se produjo una entrada
rapida, pero con el tiempo el antibidtico se concentré a nivel intracelular, y una cantidad moderada cantidad fue
transportada y atraveso el epitelio.

Este trabajo in vitro con células epiteliales intestinales sugiere que el antibiético in vivo podria ser transportado
desde el lumen intestinal al cuerpo, y también desde el cuerpo al lumen intestinal. Esto ha sido demostrado para los
macrolidos claritromicina y azitromicina. Nightingale (1997) inform6 que la azitromicina se elimina por la via hepética
con cierta excrecion biliar, y que también se elimina directamente, por secrecion en el lumen intestinal. Se considera
que esta via transintestinal es responsable de la eliminacién de 30 a 35% de la dosis total administrada. El mismo
autor declar6 que la claritromicina sufre eliminacion hepatica y renal, y también transintestinal, siendo esta
responsable de la excrecion de alrededor de 10% de la dosis total de este macroélido.

Los estudios previos han destacado el aumento en la captacién y en la acumulacién de macroélidos por parte de los
neutréfilos y de las células de linaje monocitico/macrofagico. Nuestros datos demostraron que la tilvalosina ingresa
con rapidez y se acumula en los glébulos blancos tanto de pollo como de cerdo al cabo de sélo 10 minutos de
incubacién. La captacién fue mayor que la observada para la tilosina o la tilmicosina. Una de las funciones
principales de los neutréfilos es la fagocitosis de organismos patogénicos. Las células cargadas de antibiético
pueden tener mayor capacidad de liberar al huésped de los organismos susceptibles mediante el incremento de la
capacidad de matarlos dentro de la célula. Asimismo, mediante la liberacion del antibiético en el medio
inmediatamente circundante, las células permiten la produccion local de altas concentraciones de antibiético, lo que
posibilita la muerte de organismos extracelulares.

En el estudio actual, nuestra técnica permitié la comparacion de la captacion de tilvalosina y tilmicosina en glébulos
blancos de cerdo. La tilvalosina fue captada con rapidez por los glébulos blancos de cerdo (cuya mayor parte son
neutréfilos) y tras solamente 10 minutos de incubacién se obtuvo una razoén intracelular:extracelular de 9. La
tilmicosina también penetré con rapidez los glébulos blancos porcinos, si bien la concentracién obtenida fue inferior
(x 4). Cuando se usaron glébulos blancos de aves, la tilvalosina alcanz6 razones intracelulares:extracelulares
elevadas, de aproximadamente x 18, en unos 15 minutos, que se mantuvieron. La tilosina y la tilmicosina también se
concentraron, pero en menor grado.

Se ha demostrado que los macroélidos tienen efectos sobre el sistema inmune innato, que incluyen la reduccion de la
inflamacién mediante un aumento en la apoptosis de los neutréfilos (Chin et al, 1998), y la reduccién en el
reclutamiento de neutréfilos en el lugar de infeccién (lanaro et al, 2000). Estos efectos también podrian ayudar al
huésped a prevenir la patologia que puede asociarse con la inflamacion.

Hay muchos mecanismos distintos para que una molécula pueda entrar en las células, incluyendo la difusion pasiva
(para las moléculas solubles en lipidos) siguiendo una gradiente de concentracion, el transporte activo, y la
endocitosis en sus diversas formas (mediada por clatrina, mediada por caveolae, pinocitosis, macropinocitosis y
fagocitosis, como lo describen Pelkmans & Helenius 2003, Stuart & Ezekowitz 2005). Se ha estudiado el ingreso de
los antibiéticos macrolidos en las células, pero la informacion es escasa. Muchos de los estudios no distinguen entre
el proceso de cruce de la membrana plasmatica para llegar al citosol, y el proceso de acumulacién en las vesiculas
acidas. Es probable que la entrada al citosol sea un proceso pasivo, dependiente de la gradiente de concentracion.
Se ha demostrado que la captacién de macrélidos es mayor con pH alcalino. Esto confirma la opinién de que esta
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favorecida la difusion pasiva de moléculas no cargadas. La acumulacion de macrolidos no se produce a 4°C, lo que
posiblemente ocurre porque las bombas de protones que acidifican los endosomas y los lisosomas no estan activas
a esta temperatura, y no porque se produce una inhibicion de un proceso activo en el plasma, pero la observacion
de que la azitromicina se concentra incluso en células pretratadas con inhibidores metabolicos (Gladue & Snider,
1990) sugiere que una gradiente de pH preexistente seria suficiente para permitir la acumulacion de macrélido en los
endosomas Y los lisosomas. El efecto de la baja temperatura puede entonces deberse a una disipaciéon de un pH
bajo en estos organulos o, mas probablemente, a una reorganizacion de la estructura de la membrana plasmatica
que desacelera la difusion en mayor grado que el que podria predecirse a causa del efecto normal de la temperatura
en las tasas de difusion. La capacidad de las moléculas de atravesar las membranas en ausencia de canales o
transportadores especificos depende mucho de su capacidad de “disolverse” en la fase lipida de la membrana. Por
ende, la hidrofobicidad probablemente sea el determinante clave de la eficiencia de la entrada y la acumulacion del
macrélido, lo que también esta afectado por los valores pKa en algunos casos. Las propiedades de la tilvalosina
informadas en este articulo son congruentes con su inclusiéon de un grupo isovaleril y pKa de 7,6.

Las cuestiones que rodean la relaciéon entre la actividad antibacteriana y la acumulacion celular eficiente son
complejas. Carbon (1995) declar6 que es muy dificil predecir, para un tipo dado de célula y un tipo dado de infeccién
intracelular, las concentraciones intracelulares reales que se necesitan para que un farmaco antimicrobiano pueda
tener efecto in vivo. Una consideracion clave, sin embargo, es la relacion espacial entre la bacteria y la célula en la
que se acumula el antibiético. Tres tipos de interaccion son de interés especial en el contexto de macrolidos tales
como tilvalosina, tilosina y tilmicosina. El primero se relaciona con las bacterias intracelulares capaces de sobrevivir
en el ambiente de pH bajo del endosoma/fagolisosoma. En este caso, la acumulacion del farmaco en el
compartimiento acido lo haria altamente eficaz. El segundo tipo de interaccién se relaciona con el escape de una
vesicula al citosol. En este caso, la acumulacion de antibiético en la vesicula sélo tendria relevancia antes del
escape de la bacteria, pero el material acumulado en la vesicula puede suministrar una reserva de antibiético para
liberar en el citosol. La tercera forma de interaccion se relaciona con la estrecha interaccion extracelular en la que
una bacteria tipicamente se une a la membrana plasmatica de la célula "huésped". También en este caso, la
acumulacion s6lo sera de relevancia si la célula actia como una reserva del farmaco que se libera lentamente en el
medio que la rodea. Las propiedades de la tilvalosina descritas en este articulo son congruentes con la eficacia
contra las bacterias que tienen cualquier de estos tipos de relaciones con las células.

El problema para extrapolar las propiedades in vitro esta ilustrado por las experiencias con otros macrélidos con
acumulacion eficiente y relativamente hidrofébicos. Asi, si bien la captacién celular de azitromicina es relativamente
alta, con una captacién mas lenta que la de otros macrdlidos, no se observa un incremento paralelo en su eficacia
(Labro, 1996). De manera semejante, se han informado razones intracelulares:extracelulares elevadas para la
tilmicosina (Scorneaux and Shryock, 1998a,b, 1999), pero la eficacia no es excepcional, en especial con la dosis
comercial utilizada, como lo demuestran Reeve- Johnson et al., (1997a,b) para la micoplasmosis en pollos. Podria
esperarse que este antibiético, que se encuentra en altas concentraciones intracelulares y atraviesa la membrana
celular con relativa facilidad, fuera altamente eficaz contra, por ejemplo, micoplasma. Queda por determinarse qué
rasgos de la molécula de 3'acetil4'isovaleriltilosina son responsables de su eficacia especial contra una gama de
patégenos importantes asociados con las células.

Nuestros resultados con células epiteliales de cerdo (PK) dieron resultados similares a los obtenidos con las células
humanas (HRT- 18, Caco-2). De hecho, los resultados fueron muy marcados, y una vez mas la tilvalosina se
concentré con rapidez en las células, mientras que la tilosina no se concentrd, y la tilmicosina demostré propiedades
intermedias.

De este modo, los datos presentados en este estudio indican diferencias marcadas en la captacion celular de las
moléculas de macrolido, si bien la tilmicosina deriva de la fraccion B de la tilosina y la tilvalosina deriva de la fraccion
A. 3'acetil4'isovaleriltilosina se diferencia de 3'acetiltilosina (3AT) debido a que tiene el grupo isovaleril. La capacidad
de la tilvalosina de penetrar con rapidez las células parece deberse al grupo isovaleril, demostrada en los datos de
este estudio y de un estudio anterior (Tsuchiya et al, 1981) que sugiri6 que la tilvalosina es mas lipofilica que la
tilosina o que 3AT. 3AT es el metabolito principal de la tilvalosina, y se genera dentro de la célula. Presumiblemente,
el metabolito cuenta con una menor capacidad de salir de la célula, en comparacién con la tilvalosina. El hecho de
que 3AT sigue siendo metabdlicamente activo y que probablemente pueda permanecer en la célula por tiempo mas
prolongado que la molécula progenitora podria tener una ventaja clinica.

EJEMPLO 4

Adicionalmente al ejemplo 1, se llevaron a cabo experimentos para investigar el efecto de la tilvalosina en la
infeccion de influenza equina cepa Miami (en comparacion con las cepas humanas PR8 y Udorn) en células MDCK .
Las células MDCK fueron pretratadas con 1 ug/ml tilvalosina, tilosina, o tilmicosina durante 4 horas. Las células
luego se infectaron con PR8, Udorn o Miami (con una multiplicidad de infeccién de 10) en presencia de los farmacos.
Las células se fijaron a las 4 horas de la infeccién, y la infeccién se evalu6 mediante inmunofluorescencia indirecta a
la nucleoproteina de influenza. Los resultados se detallan en la Figura 11.

La tilvalosina (a 1 pg/ml) inhibié la infecciéon de influenza equina cepa Miami en células MDCK en un 92%, la de
Udorn en un 76% e inhibié por completo la infeccién de PR8.
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EJEMPLO 5

Se realizaron experimentos para estudiar el efecto de la tilvalosina, la tilosina, y la tilmicosina en la infeccién de
PRRSV vy la propagacion celular tras la infeccién de baja multiplicidad, y también el efecto de afadir los farmacos
tras la infeccion.

Se infectaron células MA104 con PRRSV a una multiplicidad de infeccién de 0,01 (debe infectar aproximadamente
10% de las células en la primera ronda). 8 horas después de la infeccién se anadio tilvalosina, tilosina y tilmicosina a
1 pg/ml. Las células se cosecharon a las 28 horas de la infeccion, y la infeccion se evalué mediante
inmunofluorescencia indirecta. Los resultados que muestran el nimero de células virus-positivas para cada
tratamiento se detallan en la Figura 12.

Como ya se sefiald, una multiplicidad de infeccion de 0,01 debe infectar aproximadamente 10% de las células. Sin
embargo, al cabo de 28 horas el virus tiene que haber completado una ronda de infeccion e infectado a las células
vecinas. Hemos hallado que pueden detectarse antigenos virales en niveles bajos 10 horas después de la infeccion.
Esta lectura aumenta a las 16-20 horas de la infeccion, y a las 24 horas pueden detectase bajos niveles de
expresion en las células vecinas.

El afiadido de farmacos 8 horas después de la infeccién no debe de tener efecto en la infeccion primaria (0 sea,
ningun efecto sobre la entrada del virus en cuestién). Sin embargo, podria afectar la replicacion viral directa o
indirectamente a través de otros mecanismos, y también podria afectar la entrada del virus durante la ronda de
infeccion secundaria, cuando el virus producido por las células inicialmente infectadas infecta las células en la
vecindad.

El afnadido de Aivlosin ® (tilvalosina) 8 horas después de la infeccion inhibid la infeccién de PRRSV, reduciendo la
infeccion a 1 % de células virus-positivas. Aivlosin ® (tilvalosina) parecié inhibir la replicacién viral (se detectaron
menos células infectadas), previno la propagacién del virus a las células vecinas, y redujo el efecto de espectador
observado en las células no tratadas/infectadas, mediante el cual las células vecinas que no muestran expresién
antigena viral se unen.

EJEMPLO 6

Se realizaron experimentos para determinar si la tilvalosina tiene efecto en el virus de arteritis equina (EAV). Los
inventores hallaron que la infeccién de EAV no fue bloqueada ni por tilvalosina ni por nocodazol, lo que sugiere que
EAV no se traslada a los endosomas tardios.

EJEMPLO 7

Estudios para investigar el efecto de inhibidores conocidos de la infeccion de PRRSV anadidos en diversos
puntos temporales antes y después de la infeccion

Anadidos 4 horas antes de la infeccion, clorpromazina, cloroquina, nocodazol, citocalasina D y Aivlosin ® (tilvalosina)
inhibieron la infeccion inicial de PRRSV, y por lo tanto, no se observo propagacion.

Anadidos al momento de la infeccién, clorpromazina, cloroquina, citocalasina D ytilvalosina inhibieron la infeccion
inicial de PRRSV, y por lo tanto, no se observé propagacion. El nocodazol no inhibié la infeccién inicial. Las células
tratadas con nocodazol de todos modos produjeron proyecciones largas, lo que indica que su generacion no
depende de los microtibulos, aunque los contengan.

Con el afadido a las 2 o 4 horas de la infeccion, so6lo Aivlosin ® (tilvalosina) inhibi6 la infeccion en el lugar de
infeccion inicial y su propagacion. Las células tratadas con clorpromazina mostraron el lugar de infeccién inicial, pero
el farmaco parecid evitar la propagacion. La nocodazol no tuvo ningun efecto sobre la infeccién (debido a la
toxicidad, su efecto en la propagacién tampoco es claro) y también se observaron proyecciones largas que
contenian el virus. La citocalasina D no tuvo ningln efecto en la infeccién inicial, ya que se detectaron células
infectadas; sin embargo, no se observé la presencia de proyecciones largas, ni tampoco pudo detectarse la
propagacion. Esto sugiere que las proyecciones se deben a la polimerizacién de actina, y que son necesarias para la
propagacion del virus del lugar de infeccién inicial. La cloroquina no tuvo ningun efecto en la infeccion inicial ni en la
propagacion del virus cuando se la afadié después de la infeccion.

Los resultados se detallan en la Figura 13.
EJEMPLO 8

Comparacion de la sensibilidad de PRRSV, EAV y FCV a la cloroquina
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El calicivirus felino, el virus de arteritis equina y PRRSV requieren la acidificacion endosomal para lograr la infeccion
de las células del huésped. Esto ha sido demostrado al elevar el Ph endosomal con farmacos tales como la
cloroquina. La cloroquina es una base débil, y eleva el pH endosomal mediante el secuestro de protones (o sea que
las mayores concentraciones de cloroquina secuestran mas protones y elevan el valor de pH). El efecto de aumentar
las concentraciones de cloroquina se detalla en la Figura 14. Los datos muestran que se necesita concentraciones
relativamente bajas de cloroquina (menos de 5uM) para inhibir la infeccion de PRSV, lo que sugiere que incluso una
elevacion moderada del pH endosomal es suficiente para inhibir la entrada del virus. La inhibicién de FCV requiere
altas concentraciones de cloroquina (200 uM y superiores) y EAV es inhibido por 50 uM y valores superiores. Las
mas elevadas concentraciones de cloroquina sugieren que es necesaria una mayor elevacion del pH para inhibir
FCV y EAV. Todos estos datos indican que PRRSV requiere el paso a través de los endosomas con un pH mucho
mas bajo (o sea, en los endosomas tardios) que EAV o FCV (o sea, en los endosomas tempranos).

EJEMPLO 9
Cepa EEUU de PRRSV

Los inventores también infectaron células MAI 04 con VR2332 (una cepa EEUU de PRRSV) para investigar el efecto
de la tilvalosina en la infeccion. Los resultados se detallan en la Figura 16

Las células MA 104 se preincubaron con Aivlosin®, tilvalosina, tilosina, o tilmicosina durante 4 horas, bajo las
concentraciones indicadas. Las células fueron luego infectadas de VR2332 a una multiplicidad de infecciéon de 10 en
presencia de los farmacos. Las células a continuacién se incubaron durante 20 horas. La infeccion se evalu6
mediante inmunofluorescencia indirecta.

Los resultados son comparables a los obtenidos con la cepa europea previamente estudiada.
EJEMPLO 10
Ensayo de entrada de VR2332 (cepa EEUU de PRRSV)

Las células MA 104 fueron pretratadas con clorpromazina, cloroquina, nocodazol o citocalasina D durante 30
minutos; o tilvalosina, tilosina o tilmicosina durante 4 horas. Las células fueron luego infectadas con VR2332 a una
multiplicidad de infeccién de 10 e incubadas hasta la mafana siguiente.

Los resultados detallados en la Figura 17 demuestran que la cepa EEUU de PRRSV es también sensible a la
tilvalosina, pero no a la tilosina. La tilmicosina muestra una inhibicién parcial con la concentraciéon empleada.

EJEMPLO 11
Efecto de la tilvalosina sobre la infeccion viral de células HeLa o HT29: virus con alta y baja multiplicidad

El trabajo ha demostrado que las células Hela tratadas con tilvalosina son altamente resistentes a la infeccion viral.
Los inventores han repetido este ensayo con una serie de virus y lo han comparado con la infeccién viral de células
HT29 (una linea celular utilizada de rutina para la infeccion de enterovirus). El virus se afiadid6 con multiplicidad
elevada (para investigar la entrada) y con baja multiplicidad (para estudiar la propagacion del virus en la monocapa
celular).

Las células se trataron con tilvalosina, tilosina, tilmicosina y cloroquina durante 4 horas. Luego se infecté a las
células con virus a una multiplicidad de infeccién de 10 durante 4 horas o a una multiplicidad de infeccion de 0,1
durante 16 horas.

La tilvalosina inhibié la entrada del virus influenza un virus y del virus coxsackie B5. La cloroquina también inhibi6 la
entrada de los tres virus. La tilosina y la tilmicosina no tuvieron ninguin efecto. EVI1 no fue afectado por ninguno de
los tratamientos.

La tilvalosina y la cloroquina inhibieron la infeccién de virus influenza y de virus coxsackie B5 a baja multiplicidad. La
tilosina y la tilmicosina no tuvieron ningun efecto. Para sorpresa, EVI | fue inhibido por la tilvalosina en el ensayo de
baja multiplicidad. La tilvalosina parecié inhibir la propagacion del virus, ya que podian verse los sitios de infeccion
iniciales, mediante inmunofluorescencia, pero no sitios secundarios. Los resultados se sefalan en la Figura 18.
EJEMPLO 12

Curso temporal del virus influenza

Se cultivaron células MDCK en 24 placas con y sin cubreobjetos (las células cultivadas en los cubreobjetos se usan
para los ensayos de inmunofluorescencia). Las células se trataron con tilvalosina a 1 ug/ml durante 4 horas. Luego
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las células se infectaron con Udorn (a una multiplicidad de infeccion de 0,1).
Las muestras se cosecharon a las 4, 8, 16 y 24 horas.
La Figura 15a muestra los resultados del ensayo de inmunofluorescencia y la 15b el ensayo de placas.

En ambos ensayos, Aivliosin ® (tilvalosina) inhibi6 la infeccién de la cepa Udorn de influenza durante el periodo de
24 horas del ensayo.

EJEMPLO 13
Ensayos con naranja de acridina

El naranja de acridina es una tintura que hace que las células tengan fluorescencia verde, con la excepcion de los
compartimientos acidos (tales como los endosomas), que se ven de color rojo debido a la pronacién de la tintura y la
extincion de la fluorescencia verde. Una sustancia que aumente el pH endosomal evita la aparicién de la
fluorescencia roja. Se determin6 el efecto de Aivlosin ® y de otros antibiéticos macrélidos en la tincion de los
endosomas por parte del naranja de acridina en una serie de lineas celulares (véase la Fig. 19).Primero se
selecciona un area de las células cultivadas en un cubreobjetos de cristal utilizando macha de DAPI. Esta tincién
muestra el nucleo de la célula en color azul. Este procedimiento de seleccién ayuda a reducir el sesgo en los
resultados. A continuacion se emplearon los filtros verde y rojo en el microscopio de epifluorescencia para examinar
alrededor de 20 células. Se determinéd la cantidad de manchas rojas (vesiculas endosomales). Se hizo un recuento
de la cantidad promedio de endosomas con tincion de naranja de acridina.

La tilosina no tuvo demasiado efecto para aumentar el pH en los endosomas de ninguna linea celular. Aivlosin®
(tilvalosina) y la tilmicosina tuvieron efectos similares en las células RAW. Sin embargo, Aivlosin® (tilvalosina) tuvo
mayores efectos que la tilmicosina en las células epiteliales.

Estos resultados demuestran que Aiviosin® (tilvalosina) aumenta el pH en los endosomas. PRRSV requiere
condiciones acidas para la fusién y entrada al citoplasma celular. Un aumento en el pH podria evitar el proceso de
fusién y la posterior entrada y propagacién del virus en la célula.

EJEMPLO 14
Determinacion de la eficacia de la tilvalosina para el control de PRRSV

Materiales y métodos
Diseno experimental

Todos los procedimientos de estudio y de cuidado de los animales fueron aprobados por y de conformidad con las
pautas de la lowa State University Institutional Committee on Animal Care and Use.

Se obtuvieron 68 cerdos castrados de raza cruzada de 10 a 12 dias de edad de una manada seronegativa y no
vacunada contra PRRSV o Mycoplasma hyoneumoniae, segun los instituido por el investigador principal. Todos los
cerdos fueron marcados y pesados a su arribo. Los cerdos se asignaron a 4 grupos de 16 cerdos cada uno (Tabla
1). La asignacion de los cerdos a los grupos fue realizada por un experto en estadisticas. Los cerdos fueron
asignados a los grupos mediante aleatorizacion en bloque (por peso) de modo tal que el peso de los cerdos en los
grupos estuviera bien equilibrado. Cada grupo se alojé por separado, pero en salas idénticas dentro de las
instalaciones de aislamiento. Habia comederos y bebederos con tetina en cada sala, de modo tal que los cerdos
pudieran comer y beber ad libitum durante todo el ensayo. Se efectud la necropsia de los cuatro cerdos sobrantes
antes del Dia del Ensayo 0, y no fueron incluidos en el ensayo.

Cada grupo de tratamiento consistié de 2 corrales con 8 cerdos cada uno. A su arribo, los cerdos recibieron una
dieta medicada concentrada de uso comercial, libre de todo contaminante o pesticida conocido y con contenido de
50 gramos por tonelada de Mecadox (Philbro Animal Health). Todos los cerdos se trataron con ceftiofur hidrocloruro
(Excenel®, Pfizer Inc.) conforme a las instrucciones del envase, durante 3 dias a partir de su arribo.

Parametros de produccion

Los cerdos se pesaron individualmente a su arribo, y en los Dias del Ensayo 0, 7, 14, 17, y 28 para evaluar el
aumento de peso (aumento diario promedio).

Evaluacion clinica
Los cerdos se evaluaron a diario durante 10 dias para detectar signos clinicos respiratorios, incluyendo tos y

aumento en las tasas respiratorias, como ya se describio’. La puntuacion fue: 0=normal, I=disnea leve y/o taquipnea
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bajo estrés; 2= disnea leve y/o taquipnea en reposo; 3=disnea moderada y/o taquipnea bajo estrés; 4=disnea
moderada y/o taquipnea en reposo; 5=disnea grave y/o taquipnea bajo estrés; y 6=disnea grave y/o taquipnea en
reposo. Ademas, se tomo6 nota de toda tos observada como: O=no tose y 1 =tose. Las observaciones fueron
realizadas por un veterinario o una persona cualificada.

Tratamiento

Tres grupos de cerdos recibieron alimento medicado con contenido de Tilvalosina en 3 concentraciones diferentes
provisto por ECO Animal Health. Los cerdos en los tres grupos recibieron la dieta medicada durante todo el
transcurso del ensayo desde el Dia del Ensayo 0 hasta el Dia del Ensayo 28. El cuarto grupo se recibi6é alimento
idéntico pero sin medicar.

Ensayos con alimento

Se tomaron muestras representativas de una libra de alimento en el Dia del Ensayo 17 y 28. No se tomaron
muestras del alimento al inicio del ensayo. Todas las muestras se marcaron con el numero de codigo, el lugar de
muestreo, el nimero de protocolo, la fecha de muestreo y la firma, y se colocaron en una bolsa de plastico para
congelador. El tamafo aproximado fue de 0,5 kg de alimento. Se tomaron muestras por duplicado. Un juego de
muestras se envié con hielo seco a ECO Animal Health para su ensayo en el laboratorio analitico, y la muestra
duplicada se mantuvo en las instalaciones.

Procedimiento de provocacion

Una dosis de inoculacion de 1 X 10° de la dosis infecciosa de cultivo de tejido (TCID)so en 2 ml de medio de una
cepa muy virulenta de PRRSV, VR2385, se administrd por via intranasal a todos los cerdos.

Necropsia

Se efectud la necropsia de seis cerdos de cada grupo de tratamiento en el Dia del Ensayo 17 (10 dias después de la
infeccion) y la de los cerdos restantes el Dia del Ensayo 28 (21 dias después de la infeccién). En el Dia del Ensayo
17, se efectud la necropsia de dos cerdos elegidos al azar de cada corral, y las del resto de los cerdos (n=10) el Dia
del Ensayo 28. Se administr6 a los cerdos solucion de eutanasia aprobada AVMA (Fatal-Plus, Vortech
Pharmaceuticals, Dearborn, MI) seguido de su exsanguineacion. La traquea y los pulmones se sujetaron con un
forceps, y se extirparon del cerdo. Los pulmones se evaluaron para detectar lesiones macroscépicas congruentes
con PRRSV, como ya se describid. Los frotis traqueales se tomaron asépticamente para el aislamiento bacteriano
utilizando métodos microbiolégicos estandar. Los pulmones se lavaron con 50 ml de tampén fosfato salino (PBS)
que contenia antibiodticos (9 pug de gentamicina/ml, 100 U penicilina/ml y 100 pg estreptomicina/ml).

Se tomé una porcién de cada lébulo pulmonar y se la procesoé para su examen histopatologico.

Las lesiones histopatolégicas se calificaron de la forma ya descrita. En breve, 0 = sin lesiones microscépicas, 2 =
neumonia intersticial multifocal moderada, 3 = neumonia intersticial difusa moderada, y 4 = neumonia intersticial
grave. La inmunoshistoquimica se calificé de la forma ya descrita. En breve, 0 = sin células antigeno-positivas para
PRRSV, 1= 1-10 células positivas/campo, 2 = 11-30 células positivas/campo, 3 = 31-100 células positivas/campo, y
4 = >100 células positivas/campo.

PCR en tiempo real
La sangre para PCR se tomé en los Dias del Ensayo 0, 10, 17, 21 y 28.

El ARN total se extrajo utilizando el equipo QlAamp Viral RNA Mini Kit (QIAGEN) de conformidad con las
instrucciones del fabricante, y se solubilizé en 60 pl de solucion de elucién. Los extractos de ARN se conservaron a -
80°C hasta que se realiz6 la amplificacion RT-PCR en tiempo real.

Los cebadores directos y la sonda empleados en la cuantificacion de PRRSV es la regiéon ORF7. La sonda se marco
con una tintura informadora fluorescente, 6-carboxifluoresceina (FAM) en el extremo de 5', y una tintura eliminadora
de fluorescencia, Black Hole Quencher 1 (BHQ_1) en el extremo de 3'. La cuantificacion de PRRSV se realiz
utilizando RT-PCR en tiempo real en un Rotor-Gene RG-300 (Corbett Research, Sydney, AU). La mezcla de
reaccion de 20 pl consistié de 10 pl 2x tampdn de mezcla maestra TagMan Universal PCR (Applied Biosystems,
Foster City, CA); 0,1 pl transcriptasa inversa Superscript Ill (200 U/ul) (Invitrogen, Carlsbad, CA); 0.2 pyl RNaseout
(40 U/pl) (Invitrogen, Carlsbad, CA); 2 pl de cebador directo y cebador inverso con concentracion 6ptima; 0,8 pl de
sonda TagMan con concentracion éptima; 2,9 yl agua libre de DNasa/RNasa, y 2 pl de diluciones de 10 veces de la
referencia de ARN o2 pl del ARN total extraido de cada muestra. La amplificacion se realiz6 a 55 °C durante 45
minutos, 95°C durante 10 minutos; luego durante 45 ciclos a 95°C durante 15 segundos, y 60 °C durante 60
segundos cada uno. La fluorescencia se midié al final de cada ronda de amplificaciones. Todas las diluciones de
referencia y las muestras desconocidas se procesaron por duplicado. Se aceptaron las curvas estandar cuando los
coeficientes de correlacion (7) fueron > 0,99. La cuantificacion de PRRSV se logré mediante la comparacion del
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valor de ciclo umbral (Ct) de la muestra de entrada de ARN con el valor Ct de las distintas diluciones de la
referencia de ARN.

Serologia

Sangre tomada al arribo y en los Dias del Ensayo 0, 17, y 28. Los niveles de anticuerpos de PRRSV se
determinaron utilizando un ensayo ELISA de disponibilidad comercial (HerdChek: PRRS; IDEXX Laboratories,
Westbrook, ME).

Analisis estadistico

Primero se resumieron los datos (mediante medias, desviaciones estandar e histogramas) para evaluar la calidad de
los datos y los supuestos de distribucion. Los datos se trataron como continuos (incluyendo los promedios de las
puntuaciones) o como discretos (por ej., las puntuaciones). Algunos de los datos fueron medidas repetidas a diario
(temperatura y puntuacion respiratoria), y se analizaron primero como un resumen de los valores de cada cerdo
utilizando la puntuacién maxima o promedio, y luego como datos univariados. Todas las demas medidas repetidas
se analizaron de forma transversal. Los datos se analizaron utilizando ANOVA, ANOVA no paramétrica de Kruskal-
Wallace, o X? dependiendo de los tipos de datos y su distribucion. Las pruebas émnibus estadisticamente
significativas estuvieron seguidas por pruebas de pares post-hoc utilizando el ajuste HSD de Tukey (datos
continuos) o el ajuste de Bonferroni (datos discretos). Una excepcién fueron las variables ADG en el dia 17, para las
cuales la prueba émnibus fue estadisticamente significativa pero las pruebas de pares ajustadas no mostraron
resultados significativos entre los grupos. Para este caso se informaron las pruebas de pares sin ajuste. Se
promediaron los datos de los lébulos pulmonares.

Resultados
Parametros de produccion

El rendimiento general de crecimiento de los cerdos fue evaluado mediante el peso y el aumento de peso diario
(ADG) (Tabla 2). No se observaron diferencias estadisticamente significativas en los pesos promedios de ninguno de
los cerdos en ninguno de los grupos. En el dia 17, el aumento de peso diario promedio de los cerdos en el grupo 4
fue significativamente diferente comparado con el de los cerdos en el grupo 1. No se observaron otras diferencias en
ningun punto temporal de ensayo.

Enfermedad clinica

Las puntuaciones de enfermedad clinica se resumen en la Tabla 4. Las puntuaciones respiratorias clinicas y las
temperaturas rectales se calificaron como el valor maximo para cada cerdo con el transcurso del tiempo, y luego se
analiz6 el promedio de las puntuaciones maximas. Ademas, se analiz6 la media del promedio de la temperatura
rectal. Para las puntuaciones respiratorias, los cerdos en los grupos 1y 2 tuvieron puntuaciones significativamente
mas bajas que las observadas en los grupos 3 y 4. Para las temperaturas rectales maximas, los cerdos en el grupo 3
observaron medias de las temperaturas rectales promedio significativamente mas altas que todos los demas grupos.
Sin embargo, no se observaron diferencias en la temperatura rectal promedio observada en cada grupo.

Puntuaciones macroscopicas, microscopicas y de inmunohistoquimica (IHC)

Las puntuaciones de lesiones pulmonares microscépicas se resumen en la Tabla 5. No se observaron diferencias en
las puntuaciones de lesiones pulmonares macroscopicas en ninguno de los grupos. Se observd neumonia
congruente con infeccion bacteriana en 40 de los cerdos del ensayo. Esto puede haber afectado la gravedad de la
neumonia PRRSV en este ensayo.

Microscopicamente, los cerdos del grupo 1 tuvieron una puntuacion de lesiones significativamente mas baja en
comparacién con todos los demas grupos. No se observaron diferencias en las puntuaciones de lesiones
microscopicas en la segunda necropsia.

Las puntuaciones de inmunohistoquimica del nédulo linfatico traqueobronquial, las amigdalas y los pulmones (un
promedio de 2 secciones) no mostraron diferencias estadisticas entre los grupos.

Bacteriologia
Se aislo Bordetella bronchiseptica de las vias respiratorias de la mayoria de los cerdos. Ademas, se realizaron

cultivos en una serie de animales para evaluar si habia presencia de micoplasmas porcinos. De ellos, Mycoplasma
hyorhinis se aislé en 7 de 23 cerdos.
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Ensayos de PCR (RT-PCR) en tiempo real

Los resultados de RT-PCR se resumen en la Tabla 5. Se observaron diferencias en el Dia del Ensayo 10, con
niveles de numeros de copias de ARN de PRRSV significativamente mas elevados en los grupos 3 y 4 en
comparacion con los niveles en el grupo 2. Ademas, el nivel de ARN de PRRSV en el grupo 4 fue significativamente
superior en el mismo punto temporal comparado con el grupo 1. No se observaron otras diferencias en los niveles
séricos de ARN en PRRSV en ningiin momento del ensayo. No se detect6 ARN de PRRSV en el Dia del Ensayo 0
antes de la provocacion.

Serologia

Todos los cerdos eran anticuerpos séricos-negativos en el Dia del Ensayo 0. En el Dia del Ensayo 17, 2 cerdos en
los grupos 1y 2 y un cerdo en el grupo 3 y en el grupo 4 seguian siendo seronegativos para los anticuerpos de
PRRSV. Todos los demas cerdos eran seropositivos. Todos los cerdos restantes eran seropositivos al finalizar el
ensayo.

Discusion

PRRSV sigue siendo un problema significativo para la industria porcina. ECO Animal Health tenia interés en evaluar
la capacidad de Aivlosin ® (tilvalosina) de reducir la enfermedad clinica y la viremia asociadas con la infeccién de
PRRSV. Se observaron diferencias en el aumento de peso diario en el Dia del Ensayo 17, y en la gravedad de la
enfermedad clinica medida por la puntuacién respiratoria y la temperatura rectal maxima. Ademas, el nivel de ARN
de PRRSV RNA fue diferente entre los grupos en el Dia del Ensayo 10, que fue 3 dias después de la inoculaciéon de
PRRSV. No se observaron otras diferencias en los niveles, pero hubo una amplia variaciéon en los niveles de ARN
medidos en cada grupo individual, lo que dificulté la interpretacion de los datos. Es interesante notar que las dosis
mas bajas de Aivlosin® (tilvalosina) parecieron ser las mas eficaces para lograr un mayor aumento de peso diario y
reducir la enfermedad clinica y el nivel de viremia de PRRSV.

Se observaron menos efectos de la Tilvalosina en la neumonia inducida mediante PRRSV. No se observaron
diferencias en la gravedad de la neumonia macroscépica de los cerdos, sin embargo, la neumonia de PRRSV fue
bastante grave en este modelo de provocacion. Al igual que con la viremia, la enfermedad clinica y el aumento de
peso diario promedio, la administracion de dosis mas bajas de Tilvalosina pareci6 tener mayor eficacia para controlar
la enfermedad, como pudo observarse por la reducida cantidad de lesiones microscopicas en la primera necropsia.

Este estudio demostr6 que la tilvalosina en dosis mas bajas parece reducir la enfermedad clinica y la viremia
asociada con la infeccién de PRRSV.

Tabla 1. Disefio experimental de cerdos infectados de PRRSV y alimentados con Aivlosin ® (tilvalosina) y de
controles no tratados.

Grupo Medicamento/Provocacion | Numero de cerdos | Numero de cerdos Numero total
a los que se a los que se efectud | de cerdos
efectu6 una una necropsia - Dia
necropsia - Dia10 | 21

1 100ppm/PRRSV 8 8 16

2 200ppm/PRRSV 8 8 16

3 600ppm/PRRSV 8 8 16

4 Oppm/PRRSV 8 8 16

Total 32 32 64

Tabla 2. Aumento de peso diario promedio (libras) (+ error estandar) de cerdos infectados de PRRSV y alimentados
con Aivlosin ® (tilvalosina) y de los controles no tratados.

Grupo Dias del ensayo
0 (Lineabasal) | 7 14 17* 28
1 9,4+0,3 1,57+0,9 1,54,05 1,59+,05 A 1,42+,05
2 9,5+0,5 1,52 +,10 1,45+,06 1,59+,07A,B 1,53+,07
3 9,6+0,5 1,83+,16 1,47+,06 1,44+,04 AB 1,47+,06
4 9,1+0,4 1,574,114 1,374,06 1,404,05 B 1,45+,05
p=,93 p=,52 p=,49 p=,03 p=,51
A, B = Las medias con letra diferente dentro de una columna son estadisticamente diferentes.
« El valor-p indica la diferencia estadistica entre los grupos de tratamientos en una misma columna.
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(tilvalosina) y de los controles no tratados.

Grupo Media de puntuacién Media de temperatura Media de temperatura
respiratoria maxima rectal maxima * rectal promedio

1 0,5+0,1 A* 104,5+0,2 A 103,6+0,1

2 0,640,2 A 104,7+0,2 A 103,7+0,1

3 1,840,3 B 105,8+0,3 B 103,8+0,1

4 1,6£0,3B 104,940,2 A 103,7+0,1
P<,0001 p=,004 p=,43

A, B = Las medias con letra diferente dentro de una columna son estadisticamente diferentes.

« El valor-p indica la diferencia estadistica entre los grupos de tratamientos en una misma columna.

Tabla 4. Puntuaciones medias de lesiones pulmonares PRRSV microscépicas (+ error estandar) de cerdos
infectados con PRRSV y alimentados con Aivlosin ® (tilvalosina) y de los controles no tratados.

Grupo Lesiones microscopicas
Necropsia 1* Necropsia 2
1 0,2+0,2 A 2,104
2 2,0£0,3B 1,940,3
3 2,0+0,3B 1,540,3
4 3,110,2B 1,640,2
p=0,0034 p=,49

A, B = Las medias con letra diferente dentro de una columna son estadisticamente diferentes.
« El valor-p indica la diferencia estadistica entre los grupos de tratamientos en una misma columna.

Tabla 5. Media de ensayo en tiempo real de reaccién en cadena de polimerasa transcriptasa inversa (RT-PCR) (x
error estandar en 0) de cerdos infectados con PRRSV y alimentados con Tilvalosina y de los controles no tratados.

Grupo Dias de ensayo
0 10* 17 21 28

1 ND* 15.289,88 B,C | 95.315,72 36.451,13 5.301,63
(10.376,85) (39.810,62) (18.412,13) (4.255,46)

2 ND 19,336,8 C 78,804,81 18,724,88 892,36
(14.608,2) (13.955,73) (8.119,57) (205,60)

3 ND 54,487,19 AB | 146,655,4 30,260,69 1,292,31
(21.036,27) (39.291,16) (12.238,41) (384,53)

4 ND 88,993,13 A 94,018,09 23,983,88 2,817,63
(62.389,83) (31.455,92) (7.888,66) (1.777,98)
p=,0016 p=,49 p=,84 p=,96

*ND= no detectable
A, B = Las medias con letra diferente dentro de una columna son estadisticamente diferentes.
« El valor-p indica la diferencia estadistica entre los grupos de tratamientos en una misma columna.
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Familia

Adenoviridae
Arteriviridae
Asfarviridae
Bunyaviridae

Circoviridae
Coronaviridae

Filoviridae
Filoviridae

Flaviviridae

Flaviviridae

Flaviviridae

Orthomyxoviridae
Orthomyxoviridae
Parvoviridae
Picornaviridae
Picomaviridae
Picomaviridae
Reoviridae
Reoviridae

Togaviridae

Género

Mastadenovirus
Arterivirus
Asfarvirus
Hantavirus

Circo virus
Coronavirus

Marburgvirus
Ebolavirus

Flavi virus

Pestivirus

Hepacivirus
Virus influenza

A

Isavirus
Parvovirus
Entero

Rhino

Rhino
Orthoreo virus
Rotavirus

Alphavirus
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Tabla 6
Virus

Adenovirus 7

Sindrome respiratorio y reproductivo porcino

Virus de fiebre porcina africana
Virus Puumala

Circovirus porcino 2
Virus de bronquitis infecciosa

Virus de gastroenteritis transmisible (TGEV)

SARS CoV
Virus de Marburgo Lago Victoria

Virus ébola de Reston, Sudan, Costa de Marfil,

el Zaire
Virus del Nilo Occidental

virus de fiebre amarilla

virus de la encefalitis transmitida por
garrapatas

Virus de diarrea bovina

Fiebre porcina clasica

hepatitis C

Virus influenzaA, virus influenza B
Virus de anemia infecciosa del salmén
parvovirus canino

Coxsackie B3, B5

Subgrupo mayor

Subgrupo menor

Reovirus aviario

Rotavirus

Virus del bosque de Semliki
Virus hepatitis E

25

Ejemplo
huésped
hombre
cerdo
cerdo
hombre

cerdo

ave de corral
cerdo
hombre
hombre
hombre

hombre,
caballo, aves
hombre
hombre

ganado
cerdo

hombre
hombre, aves
de corral,
cerdo,
caballo,

perro

salmoén

perro

hombre
hombre
hombre

aves de corral
hombre,
oveja, cerdo,
ganado
hombre

cerdo
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REIVINDICACIONES

1. El uso de tilvalosina, o de un derivado funcional, metabolito, éster o sal de la misma, en la preparaciéon de un
medicamento para la prevenciéon o el tratamiento de una infecciéon de un virus, donde el derivado funcional o
metabolito de la tilvalosina se selecciona a partir de 3-O-Acetildesmicosina, 3-O-Acetiltilosina, 3,4”-di-O-Acetiltilosina,
a-O-Acetil-4"-O-propioniltilosina, 3-O-Acetil-4”-O-Isovalerilmacrocina, 3-O-Acetil-4”’O-butiltilosina, 3-O-Acetil-4”-O-
Isovalerilrelomicina,  4”-O-Isovaleriltilosina,  3,20-di-O-Acetil-4”-Isovalerilrelomicina y  3,4"7-di-O-Acetil-4"-O-
Isovaleriltilosina.

2. El uso conforme a la reivindicacién 1, donde el virus es un virus que utiliza la via endosomal o lisosomal para
infectar las células del huésped.

3. El uso conforme a la reivindicacion 2, donde el virus es un virus que utiliza la via endosomal o lisosomal tardia
para infectar las células del huésped.

4. El uso conforme a la reivindicacion 3, donde el virus es un virus que utiliza la via lisosomal para infectar las células
del huésped.

5. El uso conforme a la reivindicacion 3, donde el virus es un virus que utiliza la via endosomal tardia para infectar
las células del huésped.

6. El uso conforme a cualquiera de las reivindicaciones de la 2 a la 5, donde el virus requiere un pH inferior a 6,5
dentro del endosoma o del lisosoma.

7. El uso conforme a cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el virus es a Mastadenovirus, un
Arterivirus, un Asfarvirus, un Hantavirus, un Circovirus, un Coronavirus, un Filiovirus, un Flavivirus, un Pestivirus, un
Hepacivirus, Influenza virus A, un lIsavirus, un Parvovirus, un Enterovirus, un Rhinovirus, un Orthoreovirus, un
Rotavirus, o un Alphavirus.

8. El uso conforme a cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el virus se selecciona a partir de
adenovirus 7, PRRSV, influenza, virus de anemia infecciosa del salmon, fiebre porcina clasica, virus Hepatitis C,
virus Hepatitis E, virus de fiebre porcina africana, virus Sin Nombre, virus Cuatro Esquinas, Virus Puumala, virus de
bronquitis infecciosa, gastroenteritis transmisible, SARS CoV, virus del Nilo Occidental, virus de Marburgo, virus del
ébola, virus de la fiebre amarilla, virus de la encefalitis transmitida por garrapatas, virus de la diarrea bovina,
parvovirus canino, Coxsackie B3, Coxsackie B5, reovirus aviario, rotavirus, virus del bosque de Semliki y circovirus
porcino tipo 2.

9. El uso conforme a la reivindicacion 8, donde el virus es PRRSV.
10. El uso conforme a la reivindicacién 8, donde el virus es influenza.

11. El uso conforme a cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde el medicamento también es para la prevencion
o el tratamiento de una infeccién bacteriana.

12. El uso conforme a la reivindicacion 9 o 10, donde el medicamento es también para la prevencion o el tratamiento
de una infeccién bacteriana.

13. El uso conforme a la reivindicacién 11, donde cuando la infeccién viral es una infeccion de PPRSV o de influenza
porcina, la infeccion bacteriana es una infeccion de uno o mas de lo siguiente: Mycoplasma hyoneumoniae,
Actinobacillus pleuroneumoniae, Pasteurella multocida, Streptococcus suis'y Bordetella brochiseptica.

14. El uso conforme a la reivindicacion 11, donde cuando la infeccién viral es una infecciéon de virus de diarrea viral
bovina, la infeccion bacteriana es una infeccion de Mannheimia (Pasteurella) haemolytica o Mycoplasma bovis.

15. El uso conforme a la reivindicacion 11, donde cuando la infeccion viral es una infeccion de influenza humana, la
infeccion bacteriana es una infecciébn de uno o mas de lo siguiente: Staphylococcus aureus, Streptococci
haemolyticus, Pneumococci, Pseudomanoas aeruginosa, y Haemophilus influenzae.

16. El uso conforme a la reivindicacién 11, donde cuando la infeccion viral es una infeccién de influenza aviaria, la
infeccion bacteriana es una infeccion de Mycoplasma gallisepticum.
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