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DESCRIPCION

Compuesto farmacéutico con actividad antimicrobiana y de curacién rapida, para administracion externa y
procedimiento para su fabricacion

La presente invencion se refiere a preparados farmacéuticos antimicrobianos y tecnologias para la fabricacién de los
mismos. Se pueden utilizar en medicina y veterinaria para prevencioén y tratamiento de infecciones de heridas de la
piel y de los tejidos blandos, para facilitar una curaciéon acelerada durante el periodo postoperatorio; también se
puede utilizar en la industria farmacéutica para la produccién de medicamentos.

Como es sabido, el antibiético con el nombre internacional sin propietario de fosfomicina posee una amplia accion
antimicrobiana sobre muchos microorganismos gram-positivos y gram-negativos, pudiendo ser utilizado
satisfactoriamente para el tratamiento de infecciones de la piel, tejidos blandos, huesos y articulaciones, por
inyeccion intravenosa de su forma parenteral, que es basicamente sal sédica de fosfomicina [1,2,3,4,5].

Se ha descubierto que la fosfomicina puede penetrar en los fagocitos (neutréfilos y macrofagos), puede estimular su
actividad fagocitaria y tiene accidn bactericida en microorganismos situados endocelularmente [6,7].

También se ha demostrado que la fosfomicina puede disminuir la fase terebrante de respuesta inflamatoria y que
puede penetrar en biofilms generados por asociaciones microbianas de capas multiples, haciéndolas vulnerables y
permeables para otros antibiéticos [8, 9,10].

Aparte de las caracteristicas anteriormente mencionadas, la fosfomicina (en su forma parenteral) en caso de
administracion local, es capaz de estimular procesos de hemostasis y de angiogénesis, activar la quimiotaxis de
monocitos y fibroblastos en éareas de inflamacion, incrementando la cantidad de macréfagos que producen
fibronectina de los tejidos; esta es la causa por la que hay buenas razones para haber patentado este antibidtico
como medicamento vulnerario para administracién externa en forma de polvo, locion, ungiento o cualquier otra
forma [11]. Dicha patente es el documento de la técnica anterior mas proximo para el compuesto farmacéutico
propuesto y ha sido considerado como prototipo de la presente invencion.

Una de las desventajas del prototipo es la ausencia de propiedades de adsorcién y osmolares, que previenen la
necesaria evacuacion del contenido de la herida y la absorcion de los productos de histolisis, asi como los productos
de degradacion microbiana de los mismos, reduciendo de este modo el nivel de eficiencia terapéutica.

La invencion mencionada soluciona el problema de creacion de un compuesto farmacéutico antimicrobiano y
vulnerario para aplicacion externa en base a la utilizacion de la forma parenteral de la fosfomicina y dioxido de silice
nanoestructurado finamente dispersado (BHSIO;) que posee una eficiencia terapéutica mejorada en el caso de
tratamiento de enfermedades infecciosas inflamatorias.

El problema se soluciona sugiriendo la utilizacién de un compuesto farmacéutico antimicrobiano y vulnerario para
aplicacién externa, que contiene fosfomicina antibiética como agente terapéutico; adoptando el compuesto forma de
polvo y conteniendo dioxido de silice nanoestructurado finamente dispersado con una proporcion en peso de
fosfomicina: dioxido de silice nanoestructurado finamente dispersado de (25-75% en peso): (75-25% en peso).

El problema puede ser solucionado también dando a conocer un procedimiento para la fabricacion de un compuesto
farmacéutico antimicrobiano y vulnerario para aplicacion externa, comprendiendo la mezcla de fosfomicina y otros
componentes de acuerdo con el cual se mezcla fosfomicina en forma de polvo con el diéxido de silice
nanoestructurado finamente dispersado, en una relacion de peso fosfomicina: diéxido de silice nanoestructurado
finamente dispersado de (25-75% en peso): (75-25% en peso) y la mezcla recibida es sometida a tratamiento
mecanico o por acciones de impacto y abrasivas.

La eficiencia terapéutica del compuesto farmacéutico propuesto mejorara si la mezcla recibida es sometida a
tratamiento mecénico de impacto y acciones abrasivas para obtener, como minimo, 4% del diéxido de silice
nanoestructurado finamente dispersado con dimensiones < 5 micras.

Para preparar el compuesto farmacéutico mencionado, se utilizé fosfomicina (forma parenteral) producida por la
empresa espafiola "Ercros". Como medicamento de BHSIO, se utilizé "Polysorb" (grupo farmacoldgico: solucion
entero-absorbente: sustancia activa: dioxido de silice coloidal), producido por la empresa rusa CJSC "Polysorb",
conteniendo nanoparticulas de dioxido de silicio de forma redonda (dimensiones 5-20 nm) combinado en agregados
(microparticulas con forma irregular) con dimensiones < 90 micras (numero de registro n® 001140/01-100908).

La seleccién de la formacién del compuesto se basé en la absorcion convertible de moléculas de fosfomicina por
microparticulas de BHSIOg, junto con la disminucion de las dimensiones de las particulas de BHSIO, durante la
activacion mecanica de su mezcla con fosfomicina por un proceso de impacto intensivo y mecanico abrasivo.
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El BHSIO, ha sido escogido porque es diferente de otras sustancias debido a la falta de toxicidad y, poseyendo
propiedades absorbentes, osmolares y de absorcién de humedad, siendo utilizando en medicina para el tratamiento
de heridas infectadas, y siendo incluido también en la formacién de composiciones vulnerarias bien conocidas que
no contienen antibiéticos, fosfomicina, y que son preparadas por un procedimiento distinto del utilizado para la
preparacién del compuesto reivindicado [12, 13,14,15].

Ademas, el BHSIO, ha sido escogido porque las nanoparticulas de SiO, difieren en su biocompatibilidad,
biodistribucién, biodegradacion farmacolégicamente ventajosa y sus bajas caracteristicas de toxicidad (con
independencia del nivel de porosidad de la estructura). Por lo tanto, pueden servir como portadores de antibiético
para suministro endocelular de antibiéticos en macréfagos, que se concentran en las zonas de inflamacién, es decir,
puede incrementar considerablemente la concentracién de antibiéticos en los tejidos infectados, asi como estimular
la actividad antimicrobiana de las células del sistema inmune, lo que conduciria a una significativa mejora de la
eficiencia terapéutica de los preparados antimicrobianos en el tratamiento de infecciones de la piel y de los tejidos
blandos y de enfermedades inflamatorias [16, 17].

El proceso reivindicado para la produccién del compuesto farmacéutico antes mencionado por activacion mecanica
de la mezcla en polvo de fosfomicina y BHSIO, con accion intensiva de impacto y abrasiva permite aumentar el
porcentaje de particulas de BHSIO; finamente dispersadas (con un tamafio menor de 5 micras) sobre a las que se
adsorben las moléculas de fosfomicina y que son principalmente fagocitadas por macrofagos [18].

Por esta razon, la mezcla de los materiales antes mencionados en relacion de peso fosfomicina: BHSIO, de (25-75%
en peso): (75-25% en peso) se expone a procesos de impactos intensivos y de activacién mecéanica abrasiva para
incrementar el porcentaje en peso de la fracciéon finamente dispersada, llegando hasta 40%.

El compuesto en polvo recibido que contiene BHSIO- finamente dispersado con moléculas de fosfomicina absorbida
de forma convertible sobre su superficie se puede utilizar para aplicacion externa como compuesto en polvo o como
suspension 1-10% en agua.

Para conseguir el compuesto, se utiliz6 un procedimiento mecano-quimico consistente en el tratamiento de la
mezcla de componentes soélidos por impactos mecanicos intensos-presion y cortadura, llevados a cabo
principalmente en diferentes tipos de molinos que llevan a cabo acciones de impacto y abrasivas sobre las
sustancias. La mezcla de la sustancia fosfomicina solida y didxido de silicio nanoestructurado finamente dispersado
tomados en una proporcion de (25-75% en peso): (75-25% en peso) en peso se expone a activacion mecanica en
molinos de bolas. El procedimiento utilizado para la produccion de mezclas ayuda significativamente a evitar
degradacion quimica del antibidtico y a conseguir una homogeneidad completa de los componentes en polvo en
comparacion con la produccion de la mezcla por simple mezcla de los componentes o evaporacion de las soluciones
del mismo. Como resultado, se asegura una elevada actividad farmacolégica del compuesto farmacéutico.

Como criterio cuantitativo del impacto mecanico minimo necesario, es adecuado utilizar el procedimiento de
granulometria para la suspension de los compuestos obtenidos. Es necesario que el porcentaje en peso de las
particulas con un tamafio menor de 5 micras sea, como minimo 25%. El tratamiento mecanico de las mezclas de
polvos se lleva a cabo en molinos rotatorios, de vibracion y planetarios. Como cuerpos de molido, se utilizan bolas,
nucleos y otros.

Las pruebas farmacoldgicas del compuesto obtenido con animales de laboratorio (cobayas y conejos) han
demostrado que la composicion reivindicada preparada por el procedimiento reivindicado tiene una eficiencia
antimicrobiana y vulneraria superior en comparacion con la fosfomicina inicial.

Por lo tanto, la utilizacién del compuesto farmacéutico reivindicado y el procedimiento para su fabricacion aseguran
las siguientes ventajas:

1) Incremento clinicamente significativo de la efectividad y calidad de la terapia antimicrobiana de infecciones de la
piel y tejidos blandos, asi como reduccion del periodo de cicatrizacién para heridas quirdrgicas;

2) Seguridad ecoldgica, eliminacion de desperdicios y precio reducido de la tecnologia para la produccion
farmacéutica.

La invencion reivindicada es mostrada por ejemplos que se indican a continuacion.

Ejemplo n° 1. Produccién del compuesto en polvo: fosfomicina/BHSIO..

Las mezclas de fosfomicina y BHSIO, en proporciones en peso de 3:1, 1:1y 1:3 y siendo procesadas en un molino
rotativo orbicular durante 2 y 4 horas. Los datos de la formacién granulométrica de las suspensiones en agua (se

utilizé un granuldmetro laser Micro-Sizer 201) asi como analisis por HPLC de los antibiéticos contenidos en las
mismas (en % de la sustancia inicial) se indican en la tabla n°1.
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Tal como se puede apreciar por la tabla n°l, las condiciones escogidas para la producciéon del compuesto
reivindicado permiten el incremento del porcentaje de la fraccion de BHSIO, finamente dispersada (tamafio de
particulas menor de 5 micras) hasta un cierto valor (no menor de 40% con respecto al peso total) y evitando al
mismo tiempo la degradacién quimica del antibi6tico.

La proporcion de absorcion de fosfomicina por las particulas de BHSIO, era de 20-25%.

Tablan® 1.

Composicién granulométrica de suspensiones en agua, proporcion de absorcién de fosfomicina y contenido
en diferentes variantes del compuesto

Dimensiones y contenido % de Contenido de
Composicién del compuesto particulas de BHSIO, * fosfomicina (%)
% < 2 micras % < 5 micras
BHSIO2 inicial 0,37 5,5 -
Fosfomicina: BHSIO, (3:1), m/a 2 horas 8,3 40,2 98
Fosfomicina: BHSIO, (1:1), m/a 2 horas 12,4 45,6 99
Fosfomicina: BHSIO, (1:3), m/a 4 horas 14,1 447 97

*- Diéxido de silicio nanoestructurado en dispersion fina

Ejemplo n° 2. Determinacion de la eficiencia terapéutica de la fosfomicina y compuestos farmacéuticos.

Se han llevado a cabo investigaciones mecanizadas de fosfomicina durante 2 horas y con un compuesto de una
mezcla de antibiotico/BHSIO, en una proporcién de peso 1:1, es decir, 50% en peso):(50% en peso).

Los experimentos han sido llevados a cabo utilizando conejos adulto “Chinchilla” (machos, peso 3-3,5 kg) y cobayas
criadas al azar (machos, peso 0,8-0,9 kg) de acuerdo con las “Normas para utilizacion de animales de prueba”
(Ministerio de Salud de la URSS suplemento de orden #755 desde 12.08.1977).

Modelos Experimentales
1. Incisién

Se realizaron varias incisiones con un escalpelo estéril sobre el lado izquierdo y el lado derecho del area de
acoplamiento depilada (se utilizé6 una solucion de novocaina a 1,5% para anestesia local); incision de 2 cm de
longitud y 0,8 cm de profundidad (capa muscular involucrada) para cobayas e incisién de 2 cm de longitud y 1 cm de
profundidad (capa muscular involucrada) para conejos.

Cada dia durante un periodo de 8 dias (empezando con el primer dia) se bafiaron las heridas del grupo de animales
de control con una solucion fisioldgica estéril, se cubrieron con una tela estéril fijada con un parche. Las heridas del
grupo de animales de prueba fueron bafiadas con una solucion fisioldgica estéril, secadas a continuacion y luego
espolvoreadas con una capa uniforme de polvo estéril de fosfomicina (capa 2-3 mm) o una capa del mismo
compuesto farmacéutico (para cobayas), las heridas de los conejos de prueba fueron irrigadas con una solucion
estéril de fosfomicina al 2,5% o una suspension de compuesto farmacéutico estéril al 5%, después de lo cual fueron
secados y cubiertos con una tela estéril fijada con un parche.

La dindmica del proceso regenerativo fue controlada durante 9 dias. La longitud del &rea de herida abierta fue
medida y se llevé a cabo una evaluacion visual de los bordes de la herida y paredes de la misma, presencia y
caréacter de los exudados, presencia de necrosis. Se pueden ver los resultados de prueba en la tabla n® 2 y n° 3.

2. Quemadura térmica infectada

Se ha realizado una quemadura del recubrimiento cutaneo mediante un aplicador metalico caliente a la llama de un
quemador sobre el lado izquierdo y el lado derecho de la zona de acoplamiento depilada (se utilizé una solucion de
novocaina a 1,5% como anestesia local) acoplandolo a la piel y manteniéndolo durante 40 segundos. En el centro de
la zona ambustial, se insertd6 de forma intercutdnea una suspension diaria de 0,8 ml de Staphylococcus aureus
(ATCC n° 25923 F-49) en una cantidad de 10" CFU/mI.

Cada dia durante un periodo de 13 dias (empezando con el primer dia) se bafiaron las quemaduras de los animales
del grupo de control con una solucion fisioldgica estéril, se secaron y se cubrieron con una tela estéril fijada con un
parche. Las quemaduras de los animales de prueba fueron irrigadas con una solucién estéril a 2,5% de fosfomicina
0 una suspension estéril al 5% del compuesto farmacéutico, después de lo cual se secaron y se cubrieron con una
tela estéril fijada con un parche.
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Se control6 la dinamica del estado de las quemaduras durante 14 dias, y se midieron la superficie herida de la
quemadura y el area de necrosis en el centro de la herida de la quemadura. Se pueden apreciar los resultados en la
tabla n° 4.

El proceso de los datos estadisticos fue llevado a cabo con el software Statistica 6,0. Los datos experimentales son
presentados como media (Me), cuartil Bajo y Alto (LQ-HQ), la significancia de la diferencia has sido calculada por
medio de la prueba t-Student para los valores de p<0,05.

Resultados

1. En el caso de experimentos con incision después de 48 horas se han observado los siguientes resultados en
cobayas: bordes de la herida regulares, fondo claro, bandas visibles y capa muscular de misculos oblicuos laterales,
en el centro de la herida se observé una pequefia cantidad de exudado sanioso, no observando contaminacion
microbiana. Del dia 2 al dia 9 se ha observado una reduccion del area abierta de la herida. Este parametro refleja el
proceso de regeneracion. Los compuestos farmacéuticos de fosfomicina: BHSIO, (en la relacion de peso 1:1)
aumentan significativamente la regeneracién de las incisiones en comparacion con el grupo de control, teniendo en
cuenta el hecho de que desde el dia 6 la eficiencia terapéutica del compuesto era significativamente mayor que de la
fosfomicina.

Tabla n® 2.

Efecto de la fosfomicina y el compuesto farmacéutico (formas de polvo) sobre el proceso de regeneraciéon de
incisiones para cobayas en el caso de aplicacidn externa

Grupos de prueba (n-animales g-ty) Longitud de la incisién (cm) Me (LQ-HQ)*
Dia 2 Dia 6 Dia 9
1 Control 1,3 1,1 0,6
(n=8) (1,1-1,8) (0,9-1,3) (0,4-0,7)
2 Fosfomicina 0,9 0,5 0,3
(n=10) (0,7-1,3) (0,3-0,6) (0,2-0,4)
P, <0,02 P, <0,05
3 Fosfomicina: BHSIO; (1:1), m/a 0,6 0,3 0,15
durante 2 horas (0,5-0,7) (0,2-0,4) (0,1-0,2)
(n=10) P;.3<0,01 P;.3<0,01 P13 <0,01
P,.3 <0,05 P,.3 <0,02

*-media, cuartiles bajo y alto

En caso de experimentos de incision después de 48 horas, los conejos presentaban resultados que se mencionan
mas adelante: bordes de la herida regulares, fondo claro, bandas visibles y capa muscular de musculos oblicuos y
laterales, en el centro de la herida se presentaba una pequefia cantidad de exudado sanioso, no se observd
contaminacion microbiana. En los dias siguientes, las heridas (para todos los grupos de prueba) no presentaron
diferencias entre si de acuerdo con los pardmetros mencionados. Desde el dia 2 al dia 9 no se observé reduccion
del &rea abierta de la herida. Este parametro refleja el proceso de regeneracion.

De los datos mostrados en la tabla n° 3, se puede observar que la solucién de fosfomicina al 2,5% y la suspensién
en agua de fosfomicina: BHSIO2 (en una proporcion de peso 1:1) formando una solucion farmacéutica al 5%
aumentan significativamente el proceso de regeneracion de incisiones en comparacion con el grupo de control,
teniendo en cuenta el hecho de que el dia 6 la eficiencia terapéutica del compuesto fue significativamente mas
elevada que la de la fosfomicina.
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Tablan®3

Efecto de la fosfomicina y el compuesto farmacéutico (soluciéon a 2,5% y suspension a 5%, respectivamente)
sobre el proceso de regeneracién de incisiones para conejos en el caso de aplicacion externa

Grupos de prueba (n-animales g-ty) Longitud de la incisién (cm) Me (LQ-HQ)*
Dia 2 Dia 6 Dia 9
1 Control 0,6 0,5 0,35
(n=8) (0,5-0,7) (0,4-0,6) (0,3-0,4)
2 (Fnozs;())mlcma . gg ) . gg i (05)2,_205’3)
( YT, ) ( 197, ) P1-2 <0]05
3 Fosfomicina: BHSIO, (1:1), m/a 0,25 0,1
durante 2 horas 0,45 (0,2-0,3) (0,05-0,15)
(n:8) (0,4-0,5) P,.3<0,01 P,.3<0,01
P,.3 <0,05 P,.3<0,01

*-media, cuartiles bajo y alto

3. En el caso de una herida por quemadura térmica infectada, 24 horas después de haber empezado el experimento,
las cobayas presentaron una considerable induracion del recubrimiento cutaneo en el area de la quemadura térmica,
ha existido edema, se ha observado una roncha abierta y seca, asi como secrecién saniosa. Los bordes de la herida
por quemadura estan claramente limitados con respecto a la piel circundante no afectada. Empezando del dia 3 del
experimento se ha observado una zona de necrosis en el centro de la quemadura. Empezando con el dia de
experimento n° 4, se ha observado una disminucién del area quemada y del crecimiento de la zona de necrosis (con
su disminucion adicional). Estos parametros indican la accién antimicrobiana y vulneraria.

De los datos mostrados en la tabla n® 4 se puede apreciar que la solucién de fosfomicina a 2,5% y la suspension en
agua a 5% del compuesto farmacéutico fosfomicina: BHSIO (en la proporcion de peso 1:1) mejora sensiblemente el
proceso de regeneracion de la quemadura térmica infectada por S. aureus comparando con el grupo de control,
teniendo en consideracion el hecho de que el dia 6 la eficiencia terapéutica del compuesto era significativamente
mas elevada que en el caso que la utilizacién de la fosfomicina.

Tablan® 4

Efecto de la fosfomicina y el compuesto farmacéutico (solucion a 2,5% y suspensidn a 5%, respectivamente)
sobre el proceso de regeneracion de quemadura térmica infectada con S. aureus para cobayas en el caso de
aplicacién externa

Grupos de prueba (n-animales g- Area de la quemadura térmica/area necrosis (cm°)

ty) Dia 2 Dia 6 Dia 9 Dia 14

L (Cno:rg)rol 1,2/0,0 1,1/0,5 1,1/0,5 1,0/0,4

2 Fosfomicina 1.2/0.0 0,8/0,3 0,7/0,25 0,4/0,2
(n=10) T P1.,<0,05/p12<0,05 P1.2,<0,05/P12<0,02 P1.,<0,01/P;2<0,01

3 Fosfomicina: BHSIO; (1:1), 0,5/0,15 0,4/0,1 0,15/0,05
m/a durante 2 horas 1,2/0,0 P1.3<0,01/P1.3<0,01 P1.3<0,01/P1.3<0,01 P1.3<0,01/P1.3<0,01
(n=10) P,.3<0,05/P,.3<0,01 P,.3<0,05/P,.3<0,01 P,.3<0,01/P,.3<0,01

Por lo tanto, en base a los resultados de prueba conseguidos (utilizando modelos de quemaduras térmicas por
incision e infeccion por S. aureus) se puede llegar a la conclusion de que el compuesto farmacéutico sugerido de
accion antimicrobiana y vulneraria para aplicacion externa (fosfomicina/BHSIO,) tiene un efecto terapéutico
considerablemente incrementado en el caso de tejidos blandos y tratamiento de infecciones de la piel en
comparacion con la fosfomicina inicial (prototipo de la invencién mencionada).
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto farmacéutico antimicrobiano y vulnerario para aplicaciones externas que contiene el antibiotico
fosfomicina como agente terapéutico, caracterizado porque se prepara en forma de polvo y contiene diéxido de silice
nanoestructurado finamente dispersado en una proporcién en peso fosfomicina: dioxido de silice nanoestructurado
finamente dispersado de (25-75% en peso) : (75-25% peso).

2. Compuesto, segun la reivindicacion 1, caracterizado porque el porcentaje de particulas de diéxido de silice
nanoestructurado finamente dispersado que tienen, como minimo, un tamafio < 5 micras, es por lo menos de 40%.

3. Procedimiento para la fabricacion del compuesto farmacéutico antimicrobiano y vulnerario para administracion
externa que comprende la mezcla de fosfomicina con otros componentes, caracterizado porque la fosfomicina en
forma de polvo es mezclada con dioxido de silice nanoestructurado finamente dispersado, en forma de polvo, en una
proporcion de peso fosfomicina:diéxido de silice nanoestructurado finamente dispersado de (25-75% en peso) : (75-
25% peso) y la mezcla obtenida es sometida a tratamiento mecénico por acciones de impacto y abrasivas.

4. Procedimiento, segun la reivindicacion 3, caracterizado porque la mezcla es sometida a tratamiento mecénico por
acciones de impacto y abrasivas, de manera que el porcentaje de particulas de diéxido de silicio nanoestructurado
finamente dispersadas con tamarfio < 5 micras es por lo menos de 40%.
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