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DESCRIPCION
Procedimientos para tratar enfermedades gastrointestinales
CAMPO TECNICO

La invencion descrita en esta solicitud se refiere al tratamiento de enfermedades gastrointestinales. En particular, la
invencion descrita en esta solicitud se refiere al tratamiento de enfermedades gastrointestinales con antibiéticos
macrolidos y cetdlidos.

ANTECEDENTES Y RESUMEN DE LA INVENCION

La mayoria de las bacterias en el intestino delgado son Gram-positivas, mientras que las del colon son en su
mayoria Gram-negativas. La primera parte del colon es principalmente responsable de fermentar los carbohidratos,
mientras que la ultima parte descompone principalmente las proteinas y los aminoacidos. El crecimiento bacteriano
es rapido en el intestino ciego y el colon ascendente, que tiene un pH bajo y, en consecuencia, es lento en el colon
descendente, que tiene un pH casi neutro. El cuerpo mantiene el equilibrio y las ubicaciones adecuados de las
especies al alterar el pH, la actividad del sistema inmune y la peristalsis.

La gastritis es una inflamacion del revestimiento del estdmago. Hay muchas causas posibles. La gastritis puede ser
causada por el consumo excesivo de alcohol o por el uso prolongado de farmacos antiinflamatorios no esteroideos,
también conocidos como AINE, tal como la aspirina o el ibuprofeno. A veces la gastritis se desarrolla después de
una cirugia mayor, lesion traumatica, quemaduras o infecciones graves. Determinadas enfermedades, tal como la
anemia perniciosa y el reflujo biliar crénico, o trastornos autoinmunes, también pueden causar gastritis. Es
importante destacar que la gastritis puede ser causada por una infeccién con bacterias, tales como Helicobacter
pylori. El sintoma mas comun es malestar o dolor abdominal. Otros sintomas son indigestion, distensiéon abdominal,
nauseas y vomitos, o una sensacion de plenitud o ardor en la parte superior del abdomen.

La gastroenteritis es la inflamacién del tracto gastrointestinal, que afecta tanto al estdmago como al intestino
delgado, a menudo dando como resultado diarrea aguda. La inflamaciéon es causada con mayor frecuencia por la
infeccion con determinados virus, pero también puede ser causada por bacterias o parasitos. En todo el mundo, el
tratamiento inadecuado de la gastroenteritis mata de 5 a 8 millones de personas por afio y es la principal causa de
muerte entre bebés y nifios menores de 5 afios. De forma similar, la enteritis se refiere a la inflamacién del intestino
delgado con causas similares.

Muchas bacterias diferentes pueden causar gastroenteritis, incluidas Salmonella, Shigella, Staphylococcus,
Campylobacter jejuni, Clostridium, Escherichia coli, Yersinia y otras. Algunas fuentes de la infeccién son alimentos
inadecuadamente preparados, platos de carne recalentados, mariscos, lacteos y productos de panaderia. Cada
organismo causa sintomas ligeramente diferentes, pero todos dan como resultado diarrea. Colitis e inflamacion del
intestino grueso, también puede estar presentes.

Varias especies de Salmonella son capaces de causar gastroenteritis, incluida S. enterica, que se subdivide en
varios serotipos. Ejemplos ilustrativos incluyen Serovar Typhi (anteriormente conocida como S. Typhi), que es el
agente de la enfermedad responsable de la fiebre tifoidea, y Serovar Typhimurium (también conocida como S.
Typhimurium), que conduce a una forma de gastroenteritis humana a veces denominada salmonelosis. Varias
especies de Shigella también son responsables de la gastroenteritis. Ejemplos ilustrativos incluyen S. boydii; S.
dysenteriae, que es una causa importante de disenteria; S. flexneri; y S. sonnei. Una especie ilustrativa de
Campylobacter que causa gastroenteritis en seres humanos es C. jejuni. Es una de las causas mas comunes de
gastroenteritis humana en el mundo. Las especies de Yersinia también son una causa de gastroenteritis, un ejemplo
ilustrativo es la zoonética Y. enterocolitica. La enfermedad causada por Y. enterocolitica se llama yersiniosis.
Algunas cepas de Helicobacter son patégenas para los seres humanos y estan fuertemente asociadas con ulceras
pépticas, gastritis cronica, duodenitis y cancer de estdmago. Una especie ilustrativa responsable de la enfermedad
en seres humanos es H. pylori.

Segun se informa, la claritromicina (CLR) es el uUnico antibiético macrélido conocido que funciona in vivo en
Helicobacter pylori. Aunque otros antibiéticos macrélidos muestran actividad in vitro contra H. pylori, a menudo no
son suficientemente activos a pH bajo para trabajar in vivo. Ademas, puede que los antibidticos, tales como la
azitromicina (AZl) y la telitromicina (TEL), no alcancen niveles suficientemente elevados de tejidos y de circulacion
sanguinea para mostrar la eficacia en H. pylori. Sin estar ligado a teoria alguna, en esta solicitud se sugiere que una
union a proteinas elevada puede impedir que otros antibiéticos macrélidos tengan dicha actividad in vivo. Por lo
general, se requiere un pH minimo para que los antibiéticos macrélidos muestren actividad.

Se ha descubierto sorprendentemente en esta solicitud que los macrélidos que contienen triazol, incluyendo los
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cetolidos, muestran alta actividad antibacteriana a pH bajo, o a niveles de pH mucho mas bajos que el pH minimo
requerido por otros antibidticos macrdlidos para la eficacia. También se ha descubierto en esta solicitud
inesperadamente que los compuestos descritos en esta solicitud tienen una alta actividad antibacteriana contra
patégenos de la enfermedad de la gastroenteritis (GDP), tales como H. pylori (HP), y patégenos de la enfermedad
de la gastritis y la diarrea, tales como Camplylobacter jejuni (CJ), Salmonella spp.(SAL) y Shigella spp. (SHI). Una
cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de Férmula (I) se describe en esta solicitud

\

Nie,

(I
que incluye sales farmacéuticamente aceptables del mismo; donde

R10 es hidrégeno o acilo;

X e Y se toman juntos con el carbono unido para formar carbonilo;

V es C(O);

WesHoF;

Ay B tomados juntos forman butileno o pentileno;

C es arilo opcionalmente sustituido;

para su uso en el tratamiento de una enfermedad gastrointestinal que es causada al menos en parte por una
infeccion por H. pylori (HP), C. jejuni (CJ), Salmonella spp.(SAL), Shigella spp. (SHI) o una combinacién de las
mismas.

Las composiciones farmacéuticas pueden incluir vehiculos, diluyentes y/o excipientes farmacéuticamente aceptables
adicionales. Los procedimientos se describen en esta solicitud para tratar enfermedades que surgen de poblaciones
de organismos patégenos que causan enteritis, gastroenteritis y/o una enfermedad relacionada. Los procedimientos
incluyen la etapa de administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de uno o mas compuestos de férmula (l), o
los diversos subgéneros de los mismos se describen en esta solicitud, a un paciente que necesita alivio o que
padece una enfermedad causada por un organismo patdégeno. Los usos se describen en esta solicitud para la
fabricacién de medicamentos. Los medicamentos incluyen una cantidad terapéuticamente efectiva de uno o mas
compuestos de formula (1), o los diversos subgéneros de los mismos se describen en esta solicitud, o una o mas de
sus composiciones descritas en esta solicitud. Los medicamentos son adecuados para tratar enfermedades, tales
como enteritis, gastroenteritis y/o una enfermedad relacionada que surge de poblaciones de organismos patégenos.
Los compuestos, composiciones, procedimientos y medicamentos se describen en esta solicitud para tratar
enfermedades causadas por H. pylori.

Cada realizacion de las composiciones, procedimientos y medicamentos incluye una cantidad terapéuticamente
efectiva de uno o mas macrélidos o cetdlidos que contienen triazol, tales como uno o mas compuestos o férmula (I).
La cantidad terapéuticamente efectiva se administra a un paciente que necesita alivio o que padece la enfermedad.

En otra realizacion, los compuestos, composiciones, procedimientos y medicamentos se describen en esta solicitud
para tratar enfermedades causadas por H. pylori. que incluyen la administracion conjunta de uno o mas inhibidores
de la bomba de protones, tales como, pero sin limitaciéon, omeprazol, esopremazol y similares.

En ofra realizacion, las formulaciones orales de los compuestos y composiciones descritos en esta solicitud incluyen
recubrimiento entérico. Sin estar ligado a teoria alguna, se cree en esta solicitud que el recubrimiento entérico puede
impedir la degradacion del acido estomacal de los inhibidores de la bomba de protones a compuestos intermedios
aquirales. Los compuestos, composiciones, procedimientos y medicamentos se describen en esta solicitud para
tratar enteritis, gastroenteritis y enfermedades relacionadas, que incluyen la administracion conjunta de otros
antibiéticos, que incluyen, pero sin limitacion, antibiéticos fluoroquinolénicos, metronidazoles, vancomicina y
similares, y combinaciones de los mismos. Los compuestos, composiciones, procedimientos y medicamentos se
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describen en esta solicitud para tratar enteritis, gastroenteritis y enfermedades relacionadas, acompafiadas de
sintomas de diarrea, que incluyen la administracién conjunta de otros compuestos para disminuir la motilidad
intestinal. Se aprecia que los compuestos macrélidos descritos en esta solicitud también pueden disminuir la
motilidad intestinal. Los agentes que disminuyen la motilidad intestinal ilustrativos incluyen, pero sin limitacion,
loperamida, un analogo opioide de uso comun para el tratamiento sintomatico de la diarrea, y subsalicilato de
bismuto (BSS), un complejo insoluble de bismuto y salicilato trivalente.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Fig. 1. Susceptibilidades comparativas de S.aureus ATCC 25923 y L.monocytogenes EGD a CEM-101, TEL, AZI y
CLR, basadas en las determinaciones de MIC en caldo ajustado al pH.

Fig. 2. Efecto de eliminacion de tiempo a corto plazo de CEM-101 y AZl en S.aureus (ATCC 25923) en caldo
(paneles izquierdos, pH 7,4) o después de la fagocitosis por macréfagos THP-1 (paneles derechos). Ambos
farmacos se usaron a una concentracion extracelular de 0,7 (paneles superiores) o 4 (paneles inferiores) mg/litro.
Las MIC de CEM-101 y AZI fueron de 0,06 y 0,5 mgl/litro, respectivamente. Todos los valores son medias *
desviaciones estandar (SD) de tres experimentos independientes (cuando no son visibles, las barras SD son mas
pequefas que los simbolos).

FIG. 3. Relaciones de concentracion-efecto para CEM-101, TEL, CLR y AZI hacia S. aureus (ATCC 25923) en caldo
(paneles izquierdos) y después de la fagocitosis por macréfagos THP-1 (paneles derechos). La ordenada muestra el
cambio en CFU (A log CFU) por ml (caldo) o por mg de proteina celular (macréfagos THP-1) a las 24 h en
comparacién con el indculo inicial. La abscisa muestra las concentraciones de los antibiéticos de la siguiente
manera: (i) paneles superiores, concentraciones de peso (en mg/litro) en caldo (izquierda) o en el medio de cultivo
(derecha) y (ii) paneles inferiores, multiplos de la MIC tal como se determina en el caldo a pH 7,4. Todos los valores
son medias + desviaciones estandar (SD) de tres experimentos independientes (cuando no son visibles, las barras
SD son mas pequefias que los simbolos). Analisis estadistico basado en el analisis global de parametros de ajuste
de curva (analisis de varianza de una via); la Unica diferencia significativa es entre CEM-101 y AZI en caldo (P =
0,04). Los valores numéricos de los descriptores farmacoldgicos pertinentes y los analisis estadisticos de sus
diferencias se muestran en la Tabla 1.

Fig. 4. Relaciones de concentracion-efecto para CEM-101 y AZI hacia L. monocytogenes intrafagocitica (cepa EGD,
paneles izquierdos) y L. pneumophila (cepa ATCC 33153, paneles derechos). La ordenada muestra el cambio en
CFU (A log CFU) por mg de proteina celular a las 24 h (L. monocytogenes) o 48 h (L. pneumophila) en comparacion
con el inéculo de posfagocitosis inicial. La abscisa muestra las concentraciones de los antibidticos de la siguiente
manera: (i) paneles superiores, concentraciones de peso (en mg/litro); (ii) paneles inferiores, multiplos de la MIC tal
como se determina en el caldo a pH 7,4. Todos los valores son medias + desviaciones estandar (SD) de tres
experimentos independientes (cuando no son visibles, las barras SD son mas pequefas que los simbolos).

Fig. 5. Acumulacion de CEM-101 frente a comparadores en células THP-1 a 37 °C (todos los farmacos a una
concentracion extracelular de 10 mg/litro). (A) Cinética de acumulacion (AZl); Cc, concentracién intracelular; Ce,
concentracion extracelular); (B) influencia del pH del medio de cultivo en la acumulacion (30 min) de CEM-101
(simbolos sdlidos y linea continua) y AZI (simbolos abiertos y linea de puntos); (C) influencia de la monensina (50
MM, incubacion de 2 h), verapamilo (150 pM, incubacion de 24 h), o gemfibrozil (250 uM, incubacién de 24 h) sobre
la acumulacion celular de AZlI y CEM-101. Todos los valores son medias * desviaciones estandar (SD) de tres
determinaciones independientes (cuando no son visibles, las barras SD son mas pequefias que los simbolos).

Fig. 6. Actividad intracelular: estudios comparativos con otros agentes antiestafilococicos. Respuesta comparativa de
dosis estatica de antibidticos contra Staphylococcus aureus intracelular (cepa ATCC 25923) en macréfagos THP-1.
Las barras representan las MIC (en mg/l) o la dosis estatica extracelular.

Fig. 7. Actividad intracelular de CEM-101 en comparacion con AZI, CLR y TEL, expresada como una curva de
respuesta a la dosis de A log CFU de 0 a 24 horas frente a la dosis logaritmica.

DESCRIPCION DETALLADA

La presente invencion estd definida en las reivindicaciones adjuntas. Las composiciones, procedimientos y
medicamentos se describen en esta solicitud para tratar enfermedades que son causadas al menos en parte por
cepas de GDP, donde las composiciones, procedimientos y medicamentos incluyen una cantidad terapéuticamente
efectiva de un compuesto de macrélido o cetoélido que contiene triazol descrito en esta solicitud. Las composiciones,
procedimientos y medicamentos se describen en esta solicitud para tratar enfermedades gastricas resistentes a CLR
(CLR-R), donde las composiciones, procedimientos y medicamentos incluyen una cantidad terapéuticamente
efectiva de un compuesto de macrélido o cetdlido que contiene triazol descrito en esta solicitud.

En otra realizacion, se describen en esta solicitud compuestos que son activos intracelularmente. También se ha
descubierto en esta solicitud que la acumulacién intracelular y la actividad intracelular de los macrélidos que
contienen triazol no se vieron afectadas por los inhibidores de la proteina resistente a multiples farmacos (MRP) o
Pgp. En consecuencia, se cree que los compuestos descritos en esta solicitud no son sustratos o son sustratos
pobres de glicoproteina P (plasma o gicoproteina de permeabilidad, Pgp). Se aprecia que la Pgp es un mecanismo
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de flujo de salida que puede conducir a la resistencia de algunos organismos frente a determinados antibidticos, tal
como se ha informado para AZl y ERY en macréfagos en los que ambos antibidticos son sustratos de la
glicoproteina P. En consecuencia, se ha encontrado sorprendentemente que los compuestos descritos en esta
solicitud se acumulan intracelularmente. Ademas de la acumulacion intracelular, se ha descubierto
sorprendentemente que los compuestos de macrolidos y cetdlidos que contienen triazol descritos en esta solicitud
tienen una alta actividad intracelular. También se ha encontrado sorprendente en esta solicitud que los compuestos
descritos en esta solicitud tienen una unién a proteinas mas baja que la tipica para macrdélidos a pH mas bajo, tal
como el pH que se encuentra en infecciones bacterianas, que incluyen, pero sin limitacion, abscesos. Se aprecia
que la falta de actividad intracelular tipicamente observada con agentes antibacterianos, que incluyen otros
macrolidos y cetdlidos, puede deberse a una alta unién a proteinas, y/o al pH relativamente mas bajo de los
compartimentos intracelulares, tal como esta presente en abscesos .

Sin embargo, incluso cuando no se elimina por flujo de salida activo, la concentracion de otros agentes
antibacterianos, incluidos otros macrélidos y cetdlidos, en los macréfagos puede no ser eficaz en el tratamiento de la
enfermedad debido al bajo pH del compartimento lisozomal. Por ejemplo, el ambiente acido que prevalece en los
fagolisosomas (donde S. aureus permanece durante su etapa intracelular) puede perjudicar la actividad de los
antibiéticos, como el AZI, el CLR y el TEL. Se ha encontrado inesperadamente que los compuestos descritos en esta
solicitud conservan su actividad antibacteriana a pH bajo. Se aprecia que la actividad intracelular de los compuestos
descritos en esta solicitud puede ser un determinante importante para la erradicacion rapida y completa vy,
probablemente también, para la prevencion de la resistencia en el organismo diana.

La falta de una terapia antimicrobiana efectiva da como resultado la supervivencia intracelular de las bacterias, que
sigue siendo una causa importante de propagacion bacteriana, fallas terapéuticas potencialmente mortales y el
establecimiento de infecciones recidivantes cronicas. Estas situaciones se observan durante el curso de las
infecciones causadas por muchos organismos que causan enfermedades gastrointestinales, incluyendo H. pylori, C.
jejuni, Salmonella y Shigella.

Aunque se ha informado que la acumulacioén intracelular de un antibiético es indicativa de actividad eficiente contra
bacterias, la evaluacion farmacodinamica de una gran serie de antibiéticos de uso comin ha revelado que otros
parametros tales como la biodisponibilidad intracelular y la modulacién de la actividad en el compartimento infectado
también son importantes. Las observaciones descritas en esta solicitud confirman y amplian las observaciones
previas realizadas con macrolidos en este contexto debido al sorprendente comportamiento diferencial mostrado por
los macrolidos que contienen triazol descritos en esta solicitud, en comparacién con macrolidos y cetdlidos
conocidos, tales como TEL, AZl y CLR.

Sorprendentemente, se descubrié que los macrélidos que contienen triazol se acumulan en un grado
considerablemente mayor que los comparadores, incluyendo AZl, y expresa consistentemente mayor potencia
(valores reducidos de Eso y Cs) mientras que muestra la maxima eficacia y (Emax) similar a los comparadores. Sin
estar ligado a teoria alguna, se cree que esto indica que las mejoras resultantes de las modificaciones estructurales
introducidas en CEM-101 se relacionan con la modulaciéon de las propiedades farmacocinéticas y la actividad
intrinseca (incluida su reducida susceptibilidad a las condiciones fisicoquimicas que prevalecen en el compartimento
infectado) en lugar de a un cambio en su modo de accion. Por tanto, los macrolidos que contienen triazol muestran
el caracter esencialmente bacteriostatico de los macrdlidos, pero lo expresan mejor en el medio intracelular y en
concentraciones extracelulares considerablemente mas bajas que los comparadores.

Sin estar ligado a teoria alguna, se cree que la acumulacion celular de macrdlidos que contienen triazol, tales como
CEM-101, resulta del mecanismo general de atrapamiento de protones de bases organicas débiles previstas para
todos los macrélidos ya que la acumulacion esta casi completamente suprimida, en paralelo con AZI, por exposicién
a pH acido o al protén ionéforo monensina. Basandose en el modelo general de difusidon/segregacién de bases
débiles en compartimentos acidos unidos a la membrana, la acumulacién esta determinada por el nimero de grupos
ionizables y las relaciones entre los coeficientes de permeabilidad de la membrana de las formas ionizadas y
unificadas del farmaco. Mientras que CEM-101 tiene dos funciones ionizables, se calcula que el pKa del
aminofeniltriazol es menor que 4, lo que sugiere que la molécula es en gran parte monocatenaria (similar a CLR y
TEL) a pH neutro e incluso a pH lisosomal (~ 5). En cambio, AZI tiene dos funciones ionizables con pKas > 6 y por lo
tanto es dicationica intracelularmente. Sin embargo, CEM-101 posee un sustituyente fluoro en la posicion 2 que
deberia hacerlo mas lipdfilo que CLR o TEL. Sin estar ligado a teoria alguna, se cree que la relacién de las
constantes de permeabilidad de las formas ionizadas y unificadas de CEM-101 en comparacion con LR o TEL puede
ser tan importante como el numero de funciones ionizables para determinar el nivel de acumulacion celular de bases
organicas débiles. Sin estar ligado a teoria alguna, se cree que la mayor acumulacién celular de CEM-101 puede
deberse parcialmente a su falta de susceptibilidad al flujo de salida mediado por Pgp (que se expresa mediante
macroéfagos THP-1 en las condiciones de cultivo de los investigadores) a diferencia de AZI.

Se ha observado que muchos macrdlidos conocidos tienen un gran volumen de distribucién, que se cree esta
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relacionado con su capacidad para acumularse dentro de células eucariotas por difusion/segregacién en
compartimentos acidos, concretamente lisosomas y vacuolas relacionadas. Como consecuencia, los macroélidos
conocidos se habian considerado candidatos para el tratamiento de infecciones localizadas en estos
compartimentos. Por tanto, se puede suponer que los macrélidos son adecuados para tratar infecciones causadas
por patégenos intracelulares tipicos. Sin embargo, las comparaciones cuantitativas directas entre las actividades
intracelulares y extracelulares usando patégenos intracelulares facultativos, como S. aureus o L. monocytogenes,
sugieren que los macrdlidos conocidos expresan solo una minima fraccion de su potencial antibacteriano
intracelularmente, especialmente teniendo en cuenta su gran acumulacién intracelular. Se cree que este potencial
antibacteriano minimizado contra los organismos que se replican en los fagolisosomas y las vacuolas relacionadas
esta relacionado con el pH acido que se sabe que reduce la actividad de los macrdélidos conocidos. Otro factor es
que algunos organismos, como H. pylori, C. jejuni, Salmonella y Shigella, pueden replicarse en realidad en otros
compartimentos subcelulares. Ademas, determinados macrélidos, como AZI, estan sujetos al flujo de salida de los
macréfagos, lo que contribuye ademas a una actividad intracelular suboptima.

A diferencia, la acumulacion celular y la actividad intracelular de los compuestos que contienen triazol descritos en
esta solicitud, usando modelos que se han desarrollado para el estudio de la farmacodinamica intracelular de
antibiéticos, se mejora sustancialmente frente a los macrélidos conocidos, que incluyen los cetdlidos. Por tanto, los
compuestos descritos en esta solicitud mantienen la eficacia maxima de sus MIC, y muestran una mayor potencia
contra formas intracelulares de, por ejemplo, contra organismos causantes de enfermedades gastrointestinales, que
incluyen H. pylori, C. jejuni, Salmonella y Shigella en comparacién con TEL, AZI y CLR. Sin estar ligado a teoria
alguna, se cree que esta potencia intracelular mejorada de los compuestos que contienen triazol descritos en esta
solicitud resulta de la combinacion de la actividad intrinseca mas alta contra los organismos causantes de
enfermedades gastrointestinales, incluyendo H. pylori, C. jejuni, Salmonella y Shigella junto con la actividad
conservada a pH bajo, y la capacidad de distribuir a una amplia diversidad de compartimentos intracelulares.

En otra realizacion, los compuestos de macroélido y cetdlido que contienen triazol tienen actividad intracelular, tal
como actividad intracelular contra organismos causantes de enfermedades gastrointestinales, que incluyen H. pylori,
C. jejuni, Salmonella y Shigella. Se aprecia que las pruebas de susceptibilidad habituales generalmente se
determinan solo contra bacterias extracelulares vy, por lo tanto, pueden inducir a error en su prediccion de eficacia
contra organismos intracelulares. Los compuestos, composiciones, procedimientos y usos se describen en esta
solicitud para tratar una enfermedad gastrointestinal causada al menos en parte por una H. pylori, C. jejuni,
Salmonella y/o Shigella intracelular. Se aprecia ademas que H. pylori, C. jejuni, Salmonella y/o Shigella pueden
incluir cepas virulentas y, por tanto, el tratamiento con agentes bacteriostaticos puede ser inefectivo. Por ejemplo, la
reaparicion puede ser un problema cuando se tratan dichas cepas. Se ha descubierto inesperadamente que los
compuestos descritos en esta solicitud son también bactericidas y, por lo tanto, utiles en el tratamiento de
enfermedades causadas por dichas cepas de H. pylori, C. jejuni, Salmonella y/o Shigella.

En una realizacién, la cantidad terapéuticamente efectiva es una cantidad efectiva para mostrar actividad
antibacteriana intracelular.

En otra realizacién, se describen en esta solicitud los compuestos que son bactericidas. En otra realizacion, los
compuestos, procedimientos y medicamentos descritos en esta solicitud incluyen una cantidad terapéuticamente
efectiva de uno o mas compuestos descritos en esta solicitud, donde la cantidad terapéuticamente efectiva es una
cantidad efectiva para mostrar actividad bactericida, que incluye actividad bactericida in vivo. Se ha informado que
los macrélidos son generalmente bacteriostaticos. Los compuestos bacteriostaticos no matan a las bacterias, sino
que por el contrario inhiben, por ejemplo, el crecimiento y la reproduccién de las bacterias sin matarlas; la muerte se
logra mediante agentes bactericidas. Se entiende que los agentes bacteriostaticos deben trabajar con el sistema
inmune para eliminar los microorganismos del cuerpo. Los antibiéticos bacteriostaticos pueden limitar el crecimiento
de bacterias a través de una serie de mecanismos, tal como al interferir con la produccion de proteina bacteriana, la
replicacion del ADN u otros aspectos del metabolismo celular bacteriano. A diferencia, los antibidticos bactericidas
matan las bacterias; los antibiéticos bacteriostaticos solo ralentizan su crecimiento o reproduccién. La penicilina es
un bactericida, al igual que las cefalosporinas, todas ellas pertenecientes al grupo de antibiéticos B-lactamicos.
Actuan de forma bactericida al alterar el precursor de la pared celular que conduce a la lisis. Ademas, los antibidticos
aminoglucosidicos generalmente se consideran bactericidas, aunque pueden ser bacteriostaticos con algunos
organismos. Actuan uniéndose de forma irreversible a la subunidad ribosémica 30s, lo que reduce la fidelidad de la
traduccion que conduce a una sintesis proteica inexacta. Ademas, inhiben la sintesis de proteinas debido a la
separacion prematura del complejo entre el ARNm y las proteinas ribosdmicas. El resultado final es la muerte celular
bacteriana. Otros antibidticos bactericidas incluyen fluoroquinolonas, nitrofuranos, vancomicina, monobactamos,
cotrimoxazol y metronidazol.

Los compuestos, composiciones, y medicamentos de la invencién descritos en esta solicitud incluyen una cantidad
terapéuticamente efectiva de uno o mas compuestos descritos en esta solicitud, donde la cantidad terapéuticamente
efectiva es una cantidad efectiva para mostrar actividad bactericida contra uno o mas organismos causantes de
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enfermedades gastrointestinales, incluyendo H. pylori, C. jejuni, Salmonella y Shigella. Sin estar ligado a teoria
alguna, se cree que en esta solicitud el tratamiento de dichas enfermedades usando agentes bacteriostaticos puede
ser infructuoso en dos aspectos. Primero, simplemente detener la progresién de la enfermedad con un agente
bacteriostatico puede ser insuficiente porque el sistema inmune puede no intervenir para ayudar a curar la
enfermedad a un nivel necesario. Por ejemplo, algunos organismos bacterianos no son eliminados por el sistema
inmune porque residen en compartimentos intracelulares. Por tanto, una vez que el tratamiento ha terminado, puede
producirse una reaparicion rapida de la enfermedad. En segundo lugar, debido a que es probable que se elimine una
parte de la poblacién bacteriana, la poblacion restante puede seleccionarse para el desarrollo de resistencia. Se cree
en esta solicitud que un agente activo intracelularmente, y/o un agente bactericida y activo intracelularmente, sera
efectivo en el tratamiento de dichas enfermedades. En una realizacion ilustrativa, los compuestos descritos en esta
solicitud alcanzan una concentracién intracelular de 20x la MIC de las bacterias diana. Se ha informado que la
mayoria, si no todos, los antibiéticos macrélidos, aunque son bactericidas in vitro, son solo bacteriostaticos in vivo.
Por ejemplo, como se describe en esta solicitud a continuacion, cuando se extendi6 el tiempo entre la ultima dosis
del compuesto, los niveles de reducciéon de la carga biolégica permanecieron iguales para los compuestos que
contienen triazol descritos en esta solicitud, lo que indica una respuesta bactericida. A diferencia, los grupos de dosis
TEL y CLR demostraron aumentos de carga bioldgica cuando se extendié el intervalo de tiempo. Por tanto, estos
dos ultimos agentes macrdlidos/cetdlidos demostraron una respuesta bacteriostatica mas clasica.

En otra realizacién, los compuestos de Formula () se describen en esta solicitud donde W es flior. En otra
realizacion, los compuestos de Férmula (l) se describen en esta solicitud donde A y B se toman juntos para formar
butileno. En ofra realizacion, los compuestos de Férmula (I) se describen en esta solicitud donde A y B se toman
juntos para formar pentileno. En otra realizacion, los compuestos de Férmula (I) se describen en esta solicitud donde
A y B se toman juntos para formar butilenos y C es 2-piridinilo o aminofenilo, tal como 3-aminofenilo. En otra
realizacién, los compuestos de Férmula (l) se describen en esta solicitud donde A y B se toman juntos para formar
propilenos, butilenos o pentilenos; y C es aminofenilo, tal como 3-aminofenilo. En otra realizacion, los compuestos
de Férmula (1) se describen en esta solicitud donde A y B se toman juntos para formar pentileno y C es 3-piridinilo o
benzotriazol. En otra realizacion, los compuestos de Férmula (I) se describen en esta solicitud donde R'0 es
hidrégeno. En otra realizacion, C es fenilo opcionalmente sustituido, tal como fenilo, halofenilo, haloalquilfenilo,
aminofenilo y similares, piridinilo opcionalmente sustituido, tal como 2-piridinilo y 3-piridinilo, benzotriazol
opcionalmente sustituido, y similares.

En otra realizacion, se describen los compuestos descritos en las realizaciones anteriores donde C es 3-aminofenilo
o 3-piridinilo. En otra realizacion, los compuestos descritos en las realizaciones anteriores donde R'® es hidrégeno.
En otra realizacién, los compuestos descritos en las realizaciones anteriores donde A y B se toman juntas para
formar butileno o pentileno, y X e Y se toman junto con el carbono unido para formar un grupo C (O) y W es F.

En otra realizacion, se describe en esta solicitud una composicion antibacteriana, donde la composicion incluye una
cantidad efectiva de uno o mas compuestos descritos en esta solicitud, y un vehiculo, excipiente, o diluyente
farmacéuticamente aceptable para los mismos, o una combinacion de los mismos.

Tal como se usa en esta solicitud, el término "composicion" se refiere generalmente a cualquier producto que
comprende los ingredientes especificados en las cantidades especificadas, asi como cualquier producto que resulte,
directa o indirectamente, de combinaciones de los ingredientes especificados en las cantidades especificadas. De
forma ilustrativa, las composiciones pueden incluir uno o mas vehiculos, diluyentes, y/o excipientes. Los compuestos
descritos en esta solicitud se pueden formular en una cantidad terapéuticamente efectiva en formas de dosificacién
convencionales para los procedimientos descritos en esta solicitud, que incluyen uno o mas vehiculos, diluyentes y/o
excipientes para los mismos. Dichas composiciones de formulacién se pueden administrar mediante una amplia
diversidad de vias convencionales para los procedimientos descritos en esta solicitud en una amplia diversidad de
formatos de dosificacién, utilizando productos reconocidos en la técnica. Véase en general, Remington's
Pharmaceutical Sciences, (16 ed. 1980). Debe entenderse que las composiciones descritas en esta solicitud
pueden prepararse a partir de compuestos aislados descritos en esta solicitud o a partir de sales, soluciones,
hidratos, solvatos y otras formas de los compuestos descritos en esta solicitud. También debe entenderse que las
composiciones se pueden preparar a partir de diversas formas amorfas, no amorfas, parcialmente cristalinas,
cristalinas y/u otras formas morfoldgicas de los compuestos descritos en esta solicitud.

La expresion "cantidad terapéuticamente efectiva" tal como se usa en esta solicitud, se refiere a la cantidad de
compuesto activo o agente farmacéutico que provoca la respuesta biolégica o medicinal en un sistema tisular,
animal o humano que esta siendo buscado por un investigador, veterinario, médico u otro clinico, que incluye el
alivio de los sintomas de la enfermedad o el trastorno que se esta tratando. En un aspecto, la cantidad
terapéuticamente efectiva es aquella que puede tratar o aliviar la enfermedad o los sintomas de la enfermedad con
una relacién beneficio/riesgo razonable aplicable a cualquier tratamiento médico. Sin embargo, debe entenderse que
el uso diario total de los compuestos y composiciones descritos en esta solicitud puede ser decidido por el médico
responsable dentro del alcance del buen criterio médico. El nivel de dosis terapéuticamente efectiva especifica para
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cualquier paciente en particular dependera de una diversidad de factores, que incluyen el trastorno que se esta
tratando y la gravedad del trastorno; la actividad del compuesto especifico empleado; la composicion especifica
empleada; la edad, el peso corporal, el estado general de salud, el sexo y la dieta del paciente: el tiempo de
administracion, la via de administracion, y la tasa de excrecion del compuesto especifico empleado; la duracion del
tratamiento; los farmacos usados en combinacion o de forma coincidente con el compuesto especifico empleado; y
factores similares bien conocidos en las técnicas médicas.

En una realizacion, los compuestos descritos en esta solicitud se administran a un ser humano por via oral a una
dosis de aproximadamente 1 a aproximadamente 10 mg/kg, aproximadamente 2 a aproximadamente 8 mg/kg o
aproximadamente 4 a aproximadamente 6 mg/kg de peso corporal del paciente. En otra realizacion, la dosis humana
adulta diaria es de aproximadamente 100 a aproximadamente 1.000 mg, que puede administrarse qd, bid, tid y
similares. En otra realizacion, la dosis humana adulta diaria es de aproximadamente 400 a aproximadamente 600
mg, que puede administrarse qd, bid, tid y similares. Dichas dosis pueden administrarse una, dos o tres veces al dia.
Las dosificaciones unitarias orales ilustrativas son 50, 100, 200 y 400 mg (unitarias o divididas). Sin estar ligado a
teoria alguna, se cree que dichas dosificaciones ilustrativas son suficientes para alcanzar niveles en plasma de
aproximadamente 1 pg/ml, que pueden ser suficientes para observar la actividad bactericida de los compuestos
descritos en esta solicitud, tales como H. pylori, C. jejuni, Salmonella y Shigella. Se aprecia que tal como se describe
en esta solicitud, los compuestos descritos en esta solicitud, que incluyen CEM-101, alcanzan una alta
concentracion en tejidos, tales como tejidos de pulmon. Sin estar ligado a teoria alguna, se cree en esta solicitud que
los compuestos descritos en esta solicitud, que incluyen CEM-101, pueden alcanzar niveles tisulares que son al
menos aproximadamente 10 veces la MIC para cepas, incluyendo cepas resistentes a macrolidos, tales como, pero
sin limitacién, H. pylori, C. jejuni, Salmonella y Shigella.

Los compuestos descritos en esta solicitud se pueden preparar tal como se describe en esta solicitud, o de acuerdo
con la Publicacion de Solicitud de Patente de Estados Unidos N.° 2006/0100164 y en la Publicacién Internacional
PCT N.° WO 2009/055557. Brevemente, la sintesis de cetdlidos que contienen triazol comienza con la preparacion
en dos etapas conocida del compuesto intermedio 4 de 12-acilimidazol (Esquema 1) a partir de claritromicina (2). El
compuesto intermedio 4 se convierte en los carbamatos 11,12-ciclicos 5a-c mediante la reaccion con los
correspondientes aminoalcoholes unidos a 3, 4 o 5 carbonos. El tratamiento de 5a-c con cloruro de tosilo
proporciona tosilatos 6a-c. El desplazamiento del grupo tosilo con NaNs da los correspondientes compuestos de
azido 7a-c. La escision del azucar cladinosa de 7a-c a 8a-8c se logra por tratamiento con HCI en MeOH. La
oxidacion de Swern del grupo 3-hidroxi de 8a-c da los correspondientes cetdlidos protegidos 9a-c que
posteriormente se desprotegen con metanol para proporcionar los azidocetdlidos 10a-c requeridos, respectivamente.
Estos compuestos azido se hicieron reaccionar con alquinos terminalmente sustituidos en presencia de yoduro de
cobre en tolueno a 60 °C para proporcionar regio-selectivamente los correspondientes 4-sustituidos-[1,2,3]-triazoles
11a-18a, 11b-18b y 11c-18c.

La azida de los compuestos intermedios 10a-c se convierte en los 4-sustituidos-[1,2,3]-triazoles mediante una
reaccion de cicloadicion con acetilenos sustituidos. Los anillos de triazol pueden formarse mediante una reaccion de
cicloadicion de Huisgen 1+3 entre una azida y un alquino, dando como resultado una mezcla de regioisémeros 1,4 y
1,5 como se representa en la Via A del Esquema |l. Como alternativa, el procedimiento de Rostovtsev y col.,? puede
seguirse usando la adiccién de un catalizador de Cul a la reaccion para producir de forma selectiva o exclusiva el
regioisdmero 1,4 como se representa en la Via B del Esquema Il.

La cadena lateral del anillo de triazol también se incorpora en el sistema de anillo de claritromicina. En una
realizacién, se elige una cadena lateral de alquilo de butilo. Se aprecia que muchos analogos de cadena lateral de
butilo en la serie de cetdlidos tienen una actividad antibacteriana mejorada basada en los resultados de MIC in vitro.
El compuesto Intermedio 7b se convierte directamente en el 4-sustituido-[1,2,3]-triazol mediante ciclacién catalizada
por cobre con acetilienos sustituidos terminalmente, como se muestra en el Esquema lll. Los grupos protectores de
acetato de 19a-e se eliminan con LiOH en metanol para proporcionar los correspondientes 4-sustituidos-[1,2,3]-
triazoles 20a-e.

La sustitucion del hidrégeno de 2 posiciones por un flior se logra mediante fluoracién electrofilica de 9b (Esquema
IV) usando Selectfluor®. El grupo azido del compuesto intermedio 22 se convierte en una serie de 4-sustituidos-
[1,2,3]-triazoles 23a-b mediante las condiciones convencionales.
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Se describen los siguientes compuestos:

Concentraciéon minima inhibitoria (ug/ml)?

Entrada | R n | S.aureus S. pneumoniae H.
influenzae

29213 | 96:11480 | 49619 | 163 303 49247
Ery-S Ery-R Ery-S Ery-R Ery-R Ery-S
(MLSb) (MefA) | (ermB)

TEL <0,125 | 0,125 <0,125 | <0,125 | <0,125 | 4

AZI <0,125 | >64 <0,125 | >64 >64 2

11a 311 1 0,125 | 0,125 | >64 >64

11b 4 | =0,125 | 0,25 <0,125 | <0,125 | 2 8

11c 5| =0,125 | <0,125 <0,125 | <0,125 | 0,25 16

12a Br 310,25 0,5 <0,125 | <0,125 | 8 64

12b 4 | £0,125 | 0,125 <0,125 | =0,125 | 8 8

12c 5| =0,125 | <0,125 <0,125 | <0,125 |1 16

13a CFy |3 [ 1 2 <0,125 | <0,125 | 16 >64

13b 4 | 0,25 0,25 <0,125 | <0,125 | 8 8

13c 5105 1 <0,125 | 0,5 2 64

14a 7 \ 3|12 2 0,125 | 0,5 >64 >64

14b — 4 | =0,125 | 0,125 <0,125 | <0,125 | =<0,125 | 4

14c N 5| =0,125 | <0,125 <0,125 | <0,125 | 0,25 64

15a 7 3|12 2 <0,125 | 1 >64 >64

15b =N 4 | =0,125 | 4 <0,125 | 2 64 64

15¢ 5| <0,125 | 0,25 <0,125 | 0,25 4 16

16a 3105 nt <0,125 | 0,125 | >64 16

16b 4 | £0,125 | 0,125 0,125 | <0,125 | =0,125 | 2

16¢c p‘NHZ 5| =0,125 | <0,125 <0,125 | <0,125 | 0,25 8

17a CI_Q 311 1 <0,125 | <0,125 | >64 >64

17b 4 | 0,125 | =0,125 <0,12 <0,12 1 16

17c J & 510,25 0,5 <0,125 | <0,125 | 2 32

18a N 3|1 2 0,125 | 0,5 >64 >64

18b "~N:© 411 2 <0,125 | 4 64 32

18c ‘8 5| =0,125 | <0,125 <0,125 | <0,125 | 64 8

aComité Nacional de normas de laboratorio clinico.Procedimientos para pruebas de

susceptibilidad antimicrobiana por dilucién para bacterias que crecen aerébicamente, 62 ed.;

Norma aprobada: Documento NCCLS M7-A6, 2003.

También se describen los siguientes compuestos:

10
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Entrada | R S. aureus S. pneumoniae H.
influenzae
25923 RN220 | 49619 163 Ery- | 303 Ery- | 49247
Ery-S Ery-S R (MefA) | R (ermB) | Ery-S
TEL <0,25 2 <0,125 <0,125 <0,125 4
20a /\ 0,25 8 <0,0625 | 0,125 2 NT
=N
20b 7 3\ 0,25 8 <0,0625 | <0,06 1 NT
~ N
20c 1 8 <0,0625 | 0,5 2 NT
Q "
20d CIQ 1 8 <0,0625 | 0,5 2 NT
\)D cl
20e N,,N:© <0,25 8 <0,0625 | 0,5 2 NT
‘}J
También se describen los siguientes compuestos:
R
0. =
% NM92
O
Entrada | R S. aureus S. pneumoniae H.
influenzae
29213 | 96:11480 49619 163 303 49247
Ery-S Ery-R Ery-S Ery-R Ery-R Ery-S
(MLSb) (MefA) (ermB)
TEL <0,125 | <0,125 <0,125 | 0,125 | <0,125 | 4
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AZI ND <0,125 >64 <0,125 | >64 >64

23a 7\ <0,125 | <0,125 <0,125 | <0,125 | <0,125 |2
=N

23b <0,06 | <0,125 <0,125 | <0,125 | <0,125 |2

(CEM-

101) NH,

En cada una de las realizaciones anteriores, el panel de seleccion primario consistié en Staph. aureus relevante S.
pyogenes, S. pneumoniae (incluidas las cepas resistentes a azitromicina y telitromicina). Las MIC contra todos los
patégenos se determinaron usando el procedimiento de microdilucidon en caldo segun las directrices de NCCLS. Se
encontré6 que los compuestos descritos en esta solicitud, tales como CEM-101 eran altamente potentes con MIC
contra S. pneumoniae (3773) de = 0,125 ug/ml y S. pyogenes (1850) de 0,5 pyg/ml, en comparacion con 1y 8 pg/ml,
respectivamente para telitromicina. Se encontré que CEM-103 (20c), un andlogo de CEM-101 que contiene la 3-O-
cladinosa, es menos activo. Triazol sustituido no heteroaromatico que contiene cetdlidos eran menos activo.

Los cetélidos se probaron contra cepas sensibles a la eritromicina (Ery-S) y resistentes a la eritromicina (Ery-R) de
S. aureus (29213 (Ery-S) y 96: 11480 (Ery-R)), S. pneumoniae (49619 (Ery-S) y 163 y 303 (Ery-R)) y H. influenzae
(49247 (Ery-S)) (Tablas 1-3). El procedimiento de microdilucion en caldo se usé para determinar las
Concentraciones Inhibitorias Minimas (MIC) contra todos los patégenos segun el Instituto de Normas Clinicas y de
Laboratorio (CLSI).

La longitud de cadena de la cadena lateral de alquilo tenia una actividad afectada (Tabla 1). Por ejemplo, el triazol
sustituido con fenilo unido a 3 carbonos 11a era menos activo contra Ery-S y Ery-R S. aureus y era inactivo contra
Ery-R S. pneumoniae 303 (ermB) a las concentraciones probadas, mientras que los correspondientes triazoles
sustituidos con fenilo unidos a 4 y 5 carbonos 11b y 11c eran més activos contra estos organismos. Se observé una
tendencia similar para los triazoles sustituidos con 2-piridilo 14a-c, los triazoles sustituidos con 3-amino-fenilo 16a-c,
y los triazoles sustituidos con 2,5-diclorofenoxi 17a-c.

El triazol 14b sustituido con 2-piridilo unido a 4 carbonos vy el triazol 16b sustituido con 3-amino-fenilo poseian la
mayor potencia contra S. pneumoniae 303, ambos con valores MIC (<0,125 pg/ml) comparables a telitromicina. El
cetélido que contiene el triazol sustituido con 3-piridilo unido a 4 carbonos 15b era menos activo contra esta cepa
(MIC de 64 pg/ml). Dentro de esta serie, se mejord la actividad antibacteriana prolongando el enlazador de carbono
a 5 4tomos, por ejemplo, la MIC contra S. pneumoniae 303 para el compuesto 15¢c mejord de 64 a 4 pg/ml. También
se observo un efecto similar para el benzo-triazol que contiene el cetdlido 18c contra S. aureus, pero el 18c todavia
estaba inactivo contra S. pneumoniae 303. Se aprecia que un equilibrio entre la longitud del enlazador y la
naturaleza de la sustitucion aromatica del triazol puede afectar la actividad global contra S. pneumoniae resistente a
macrolidos y S. aureus.

También se observé una correlacion entre la longitud y la actividad del enlazador para H. influenzae (49247) donde
la serie de cetdlidos mas potente tenia el triazol sustituido unido a través de una cadena de 4 carbonos (11b-14b,
16b, 17b) o 5 carbonos (15¢ , 18c). Es importante destacar que, la serie aromatica mas potente contra H. influenzae
fue el 3-amino-fenilo con un enlazador de 3, 4 o 5 carbonos (16a, 16b, 16¢c) que tiene MIC de 16, 2 y 8 pg/ml,
respectivamente,

Los macrolidos que contienen una cladinosa en la posicion 3 eran todos altamente activos contra Ery-S S.
pneumoniae (49619) (Tabla 2). Sin embargo, estos analogos fueron menos potentes que la telitromicina contra las
cepas Ery-R. Las MIC fueron significativamente mas altas para los analogos que contienen cladinosa con
sustituyentes 2-piridilo, 2-aminofenilo o 2,6-diclorofeniltriazol que para los correspondientes cetdlidos (20a, 20c y 20d
frente a 14b, 16b y 17b). A la inversa, se restableci6 la actividad antibacteriana para los anélogos de ketdlido 15b (3-
piridilo) y 18b (benzo-triazol) reemplazando el ceto con el grupo cladinosa en los analogos 20b (3-piridilo) y 20e
(benzo-triazol). Las MIC mejoraron de 64 pg/ml para 15b y 18b a 1 y 2 yg/ml para 20b y 20e, respectivamente.
También se observé una tendencia de actividad similar para Ery-R S. pneumoniae 163 (MefA).

EJEMPLOS COMPUESTOS
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Una mezcla de 11-N-(4-azido-butil)-6-O-metil-5-(3-dimetilamina-4-deoxi-6-O-acetil-glu-copiranosil)-2-fluoro-3-oxo-
eritronolida A, 11,12-carbamato (15 mg, 0,019 mmol), 6-etinil-piridin-2-ilamina (4,7 mg, 0,4 mmol), Cul (1 mg, 0,005
mmol) y tolueno (0,2 ml) se calenté a 70 °C Después de 16 h, la mezcla se concentrd y se sometié directamente a
cromatografia en gel de silice (9:1, cloroformo: metanol mas 1 % de hidroxido de amonio) para dar 14 mg del
compuesto deseado. MS: Cs4HessFN7O12 calculado M*=903,5, Encontrado: M+H*=904,5.

BN
N\
N3 I \'N
% N
N 0

cul, Tol, 70 °C

11-N-4-(3-aminofenil)-[1,2,3]triazol-1-il]-butil}-5-desosaminil-3-oxo-2-fluoro-eritronolida A, -11,12-carbamato ciclico
(CEM-101). Una mezcla de 11-N-(4-azido-butil)-6-O-metil-5-desosaminil-3-oxo-2-fluoro-eritronolida A, 11,12-
carbamato (17 mg, 0,023 mmol), 3-etinil-fenilamina (5,4 mg, 0,046 mmol), Cul (1 mg, 0,005 mmol) y tolueno (0,2 ml)
se calentd a 70 °C. Después de 16 h, la mezcla se concentrd y se sometié directamente a cromatografia en gel de
silice ( 9: 1, cloroformo: metanol mas 1 % de hidréxido de amonio) para dar 17 mg del compuesto deseado, MS
C43He5FN6O10 calculado M*=844,47, encontrado: M+H*=845,5

Mg [N

Cul, Tol, 70 °C

20 11-N-{4-[4-(6-amino-piridin-2-il)-[1,2,3]triazol-1-il]-butil}-5-desosaminil-3-oxo-2-fluoro-eritronolida A, -11,12-carbamato

ciclico. Una mezcla de 11-N-(4-azido-butil)-6-O-metil-5-desosaminil-3-oxo-2-fluoro-eritronolida A,11,12-carbamato
(15 mg, 0,02 mmol), 6-etinil-piridin-2-ilamina (4,7 mg, 0,4 mmol), Cul (1 mg, 0,005 mmol) y tolueno (0,2 ml) se
calent6 a 70 °C Después de 16 h, la mezcla se concentrd y se sometié directamente a cromatografia en gel de silice
(9:1, cloroformo: metanol mas 1 % de hidroxido de amonio) para dar 14 mg del compuesto deseado OP1357. MS:

25 Ca2He4FN70O10 calculado M*=845,5, descubierto: M+H*=846,5.
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nN
N-p
N
Mg | N
N
; N
N-N
:—/
Cul, Tol, 80 °C

11-N-[4-(4-benzotriazol-1-ilmetil-[1,2,3]triazol- 1-il)-butil]-6-O-metil-5-O-dasosaminil-3-oxo-eritronolida A, 11,12-
carbamato. Una mezcla de 11-N-(4-azido-butil)-6-O-metil-5-O-desosaminil-3-oxo-eritronolida A,11,12-carbamato (3
mg, 0,0039 mmol), 1-prop -2-inil-1H-benzotriazol (3 mg, 0,4 mmol), Cul (1 mg, 0,005 mmol) y tolueno (0,2 ml) se
calent6 a 80 °C Después de 16 h, la mezcla se concentrd y se sometié directamente a cromatografia en gel de silice
(9:1, cloroformo: metanol mas 1 % de hidréxido de amonio) para dar 3 mg del compuesto deseado. MS: C44HessNsO10
calculado M* =866,5, descubierto: M+H*867,5.

57 T0H _ N-n
Cul, Tal, 80 °C
11-N-[4-(4-benzotriazol-1-ilmetil-[1,2,3]triazol-1-il)-butil]-6-O-metil-5-micaminosil-3-oxo-eritronolida A, 11,12-

carbamato. Una mezcla de 11-N-(4-azido-butil)-6-O-metil-5-micaminosil-3-oxo-eritronolida A,11,12-carbamato (3 mg,
0,004 mmol), 1-prop -2-inil-1H-benzotriazol (3 mg, 0,4 mmol), Cul (1 mg, 0,005 mmol) y tolueno (0,2 ml) se calenté a
80 °C Después de 16 h, la mezcla se concentré y se sometié directamente a cromatografia en gel de silice (9:1,
cloroformo: metanol mas 1 % de hidroxido de amonio) para dar 3 mg del compuesto deseado. MS: Ca4HesNsO11
calculado M* =882,5, descubierto: M+H*=883,5.

EJEMPLOS DE PROCEDIMIENTOS

SAL (20 cepas, que representan 11 serotipos) y Shigella (40, cuatro especies) se probaron mediante procedimientos
de microdilucion en caldo CLSI con puntos de corte M100-S18 aplicados. C. jejuni (20) y H. pylori (23) se probaron
mediante el procedimiento de dilucién en agar Mueller-Hinton, complementado con sangre de oveja, y los resultados
de C. jejuni se confirmaron mediante Etest (AB BIODISK, Solna, Suecia). Se probaron los agentes de comparacién
clave: AZI, CLR, TEL, levofloxacina (LEV), amoxicilina/clavulanato (A/C) y trimetoprima/sulfametoxazol (TMP/SMX).

CEM-101 demostré actividad contra GDP Salmonella de origen alimentario (MIC50, 4 pg/ml), Shigella (MIC50, 8
pug/ml) y C. jejuni (MIC50, 1 ug/ml). Esto fue comparable o superior (intervalos de MIC50) a: TEL (8-16 pug/ml), ERY
(2->4 pg/ml), AZI (4 ug/ml) y A/IC (2-8 pg/ml). Los resultados de CLR fueron diversos (intervalo de MIC50 0,015 >16
pg/ml) asi como TMP/SMX; LEV fue el mas activo (MIC50, < 0,12 pg/ml). Los resultados MIC HP CEM-101 se
agruparon de 0,03-0,25 pug/mly a 2 o 4 uyg/ml; el dltimo corresponde a cepas CLA-R (>16 ug/ml).

Comparador de CEM-101 (farmaco)a

CEM- Comparador

101 (farmaco)®@
Organismo (n.°) 50 % 90% | Intervalo | 50 % 90% | Intervalo
C. jejuni (20) 1 4 1-8 2 4 1-8 (CLA)
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H. pylori (23) 0,06 0,25 | 0,03-4 0,03 0,12 | <0,015->16
(CLA)

Salmonella spp. | 4 >16 | 1->16 4 8 2-8 (AZ)

(20)

Shigella spp. | 8 16 1->16 4 8 1->16 (AZ)

(40)

(a) Farmaco comparador entre paréntesis (AZI [AZ] o CLR [CLA]).

Algunos subconjuntos de organismos especiales se aprobaron especificamente incluyendo Campylobacter jejuni,
Helicobacter pylori y Enterobacteriaceae (Salmonella spp., Shigella spp.). Se aplicaron procedimientos de calidad de
referencia, incluidos los del Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio (CLSI) y el procedimiento alternativo Etest
(AB Biodisk, Solna, Suecia). En los ultimos afos, los compuestos de la clase MLSB-cetdlida se han usado para una
serie de infecciones gastrointestinales (IG) y las resistencias a varios agentes de tratamiento potenciales requieren
una busqueda de opciones terapéuticas novedosas. Los compuestos descritos en esta solicitud se exploraron in
vitro para la posible aplicacion de estas indicaciones IG.

MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS. Procedimientos de pruebas de susceptibilidad: Para C.jenuni, N.gonorrhoeae
y H. pylori, los procedimientos de dilucion en agar CLSI M7-A7(2006) y M100-S18 (2008) se usaron de la siguiente
manera: Agar Mueller-Hinton (MH) con 5 % sangre de ovejas para H. pylori y Campylobacter spp. 10° CFU/inéculo
local. Los puntos finales se leen a las 24 (C. jejuni ) o a las 72 horas (H. pylori ). Entornos de incubacién aplicados
adecuados para especies (CO2 afiadido o microaerofilo).

También se usaron paneles de ensayo de 96 pocillos congelados, producidos por JMI Laboratories y consistieron en
caldo MH ajustado a cationes para probar las Enterobacteriaceae. Se probaron los agentes de comparacion

La Tabla 1 resume la actividad de CEM-101 contra H. pylori. Se compararon ocho cepas al probar cinco farmacos,
incluido el CEM-101. Los resultados mostraron que CEM-101 fue ligeramente menos activo que CLR o
aminopenicilinas (MIC50, < 0,015 pg/ml); sin embargo, las mediciones de actividad del comparador fueron
resultados de Etest, no el procedimiento de dilucién en agar de referencia. Los datos entre procedimientos para CLR
(datos no mostrados) mostraron una tendencia hacia resultados de Etest mas bajos (cuatro veces). Las MIC CEM-
101 para las cepas resistentes a CLR (> 16 pyg/ml) fueron solo 2 0 4 ug/ml.

Tabla 1. Actividad comparativa de CEM-101 probada contra 103 aislados de patégenos productores de enteritis que
muestran % MIC (ug/ml) por categoria(®),

Organismo (prueba n.®), | 50 % 90% Intervalo susceptible/resistente
Salmonella spp. (20)®

CEM-101 4 >16 1->16 -/-

TEL 8 >16 0,015->16 -/-
Eritromicina >4 >4 0,25->4 -/-

CLR 0,015 >16 0,015->16 -/-

AZI 4 8 2-8 -/-
Clindamicina >4 >4 0,25->4 -/-
Quinupristina- >4 >4 0,25->4 -/-
dalfopristina

Amoxicilina-clavulanato 2 8 0,5->8 95,0/0,0
Cefdinir 0,25 0,5 <0,12-0,5 100,00/0,0
Levofloxacina <0,12 1 <0,12-4 95,0/0,0
Trim-sulfa(@ <0,25 <0,25 <0,25 100,00/0,0
Shigella spp. (40)©

CEM-101 8 16 1->16 -/-

TEL 16 16 2->16 -/-
Eritromicina >4 >4 0,25->4 -/-

CLR >16 >16 0,015->16 -/-

AZI 4 8 1->16 -/-
Clindamicina >4 >4 0,25->4 -/-
Quinupristina- >4 >4 >4 -/-
dalfopristina

Amoxicilina-clavulanato 8 >8 2->8 72,5/0,0
Cefdinir 0,25 0,25 <0,12-0,5 100,0/0,0
Levofloxacina <0,12 <0,12 <0,12-0,25 100,0/0,0
Trim-sulfa(@ >4 >4 0,25->4 37,5/62,5
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C. jejuni (20)

CEM-101@ 1 4 1-8 -/-
CLR® 2 4 1-8 -/-
Ciprofloxacina’® 0,25 >32 0,03->32 -/-
Eritromicina(® 2 4 0,5-4 -/-
Tetraciclina(® 64 >256 0,06-256 -/-
H. pylori (23/8)®

CEM-101 0,06 0,25 0,03-4 -/-
CLR 0,03 0,12 0,015->16 91,3/8,7
Ampicilina <0,015 - <0,015-0,03 | -/-
Metronidazol 0,5 - 0,06-64 -/-
Tetraciclina 0,06 - <0,015-0,25 | -/-

a. Criterios publicados por el CLSI [2008]. -= no se han establecido criterios de interpretacion.
b. Incluye: Salmonella dublin (1 cepa), S. enteriditis (4 cepas), S. hadar (1 cepa), S. heidelberg
(1 cepa), S. infantis (1 cepa), S. paratyphi (3 cepas), S. typhi (3 cepas), S. typhimurium (1
cepa), Salmonella Grupo B (2 cepas), Salmonella Grupo C (1 cepa) y Salmonella Grupo D (2
cepas).

c. Incluye: Shigella boydii (6 cepas), dysenteriae (3 cepas), S. flexneri (14 cepas) y S. sonnei
(17 cepas).

d. Probado usando el procedimiento de dilucion en agar recomendado por el CLSI (M7-A7).

e. Probado por Etest usando las recomendaciones del fabricante (AB BIODISK, Solna,
Suecia).

f. Veintitrés fueron probados por el procedimiento CLSI (2006) y ocho por Etest; los resultados
de ampicilina, metronidazol y tetraciclina fueron producidos por Etest.

g. Trimetoprim-sulfametoxazol

Todos los organismos que se probaron se recogieron de pacientes en EE. UU. y centros médicos europeos desde
2005 hasta el presente. Las fuentes de aislados recuperados incluyeron sangre, piel y tejidos blandos, infecciones
del tracto respiratorio y tracto gastrointestinal. Las especies y fenotipos de organismos inusuales/raros requieren el
uso de cepas aisladas antes de 2005 o de otras areas geogréficas. Se probaron organismos: H. pylori (23; dos
resistentes a CLR), C. jejuni (20; muestras de fluoroquinolona y resistentes a tetraciclina), Salmonella spp. (20; 11
grupos), Shigella spp. (40; cuatro especies).

La Tabla 2 muestra las distribuciones MIC CEM-101 para todas las cepas probadas (cuatro especies, 103 cepas).
Los resultados MIC CEM-101 para H. pylori fueron los mas bajos (<0,03-0,4 ug/ml), mientras que las MIC para las
Enterobacteriaceae podrian alcanzar hasta 216 pg/ml.

Tabla 2. Distribuciones MIC CEM-101 para todas las poblaciones probadas de patdégenos en este protocolo (103

cepas).
Organismo (probado n.°) <0,03 | 0,06 |0,12 | 0,25 |05 |1 2 |4 8 >16
H. pylori (23) 1 15 2 3 0 111 0 0
C. jejuni (20) 0 0 0 0 0 10 |0 | 8 2 0
Salmonella spp. (20) 0 0 0 0 0 3 4 14 4 5
Shigella spp.(40) 0 0 0 0 0 2 014 |18 | 6

CEM-101 muestra una potente actividad contra estafilococos (MIC50, 0,06 ug/ml), estreptococos (MIC50, 0,015
pg/ml), enterococos (MIC50/90, 0,25 ug/ml) y otros cocos grampositivos, incluidas cepas resistentes a ERY y CLN.
por Etest usando las instrucciones de inserciéon del paquete del fabricante (AB BIODISK). Se probaron CEM-101 y
14 agentes antimicrobianos de comparacion seleccionados.

Los intervalos de control de calidad (QC) y los criterios interpretativos para los compuestos comparadores fueron los
publicados en CLSI M100-S18 (2008); las cepas de QC probadas incluyen S. aureus ATCC 29213, E. faecalis ATCC
29212, S. pneumoniae ATCC 49619, H. pylori ATCC 43504 y C. jejuni ATCC 33560.

CEM-101 inhibié H. pylori (MIC50, 0,06 ug/ml) y otros diversos patdgenos gastrointestinales. La actividad de CEM-
101 contra H. pylori (MIC90, 0,25 ug/ml) fue la mas similar a la de CLR (MIC90, 0,12 pg/ml). CEM-101 también fue la
mas similar a otros macrdlidos frente a C. jejuni (resultados de MIC50 y MIC90, 1-4 ug/ml). CEM-101 también mostro
ser prometedor para la aplicacion contra infecciones intestinales causadas por Salmonella spp. y Shigella spp., una
actividad similar a la de AZI.

EJEMPLO. Modelo animal de gastroenteritis por H. pylori. 6 ratones hembra/C57BL (edad,>7 semanas) se inoculan
con la cepa SS1 de H. pylori (Lee, y col.,, 1997, Gastroenterology 112:1386-1397) a través de sondas de
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suspensiones de 100 pl (109 CFU/mI). La infeccion se controla (después de Crone, y col., Clin Diagn Lab Immunol.
julio de 2004, 11 (4): 799-800) mediante el analisis de granulos fecales usando un ensayo inmunoabsorbente ligado
a enzimas basado en anticuerpos monoclonales (FemtoLab H. pylori Cnx; Connex, Martinsried, Alemania) para
detectar infeccion por H. pylori (SS1). De acuerdo con las directrices del fabricante, una densidad optica (DO) de
<0,150 se definié6 como negativa para H. pylori, y una DO de > 0,150 se consideré un resultado de prueba positivo.

El nivel de infeccion y el nivel de gastritis presente también se miden usando procedimientos histolégicos y cultivo de
tejidos homogeneizados. Los ratones se sacrifican por asfixia con COz y dislocacién cervical, después de lo cual se
extirpan los estdbmagos para su examen histoldgico y cultivo bacteriano. Las secciones embebidas en parafina se
tifen con hematoxilina y eosina para la histologia y con una tincion de May-Griinwald-Giemsa modificada para
evaluar la colonizacion bacteriana (Laine, y col., 1997, Gastrointest. Endosc. 45:463-467). La gastritis se evalta en
el cuerpo y el antro mediante el uso de un sistema modificado de clasificacién de Sydney para la gastritis (Lee, y
col., 1997). La gravedad de la gastritis y la densidad de colonizacién bacteriana son evaluadas a ciegas por un
observador imparcial.

CEM-101 se administra con y sin un compuesto inhibidor de la bomba de protones de acuerdo con el régimen de
dosificacion en el protocolo y el grado de infeccidon controlado como se describié anteriormente.

EJEMPLO. Se usaron macréfagos THP-1 humanos. La acumulaciéon se midi6 mediante ensayo microbiolégico. Se
determind la actividad intracelular contra S. aureus fagocitada (ATCC 25923; MIC: CEM-101, 0,125 mg/l; AZI, 0,5
mg/l) usando un enfoque de dosis-respuesta (AAC 2006; 50: 841-51). El verapamilo (100 uM) y el gemfibrozil (250
uUM) se usaron como inhibidores de la glicoproteina P y MRP, respectivamente (AAC, 2007; 51: 2748-57).

Las acumulaciones y actividades después de 24 h de incubacién, con y sin inhibidores de transportadores de flujo de
salida, se muestran en la siguiente Tabla, donde Cc/Ce es la relaciébn de concentracion celular aparente a
extracelular, y Emax €s la disminuacion maxima de cfu intracelular en comparacion con el inéculo posterior a la
fagocitosis (calculado a partir de la regresion no lineal [sigmoidal] de los experimentos de respuesta dosis-efecto).

Condicion AZIl CEM-101
Cc/Ce'(24 Actividad intracelular (A | Cc/Ce'(24 | Actividad intracelular (A
h) log cfu a las 24 h) h) log cfu a las 24 h)
Dosis Emax? Dosis Emax?
estatica estatica
(mg/l) (mg/l)
control 127,7 | ~70 0,10 =+ | 2681 +| ~0,02 - 085
23,5 0,09 7.1 0,23(®)
Verapamilo | 216,37 +|~02 - 0,37 £ | 290,2 + | ~0.03 - 0,59
46,6@ 0,15 12,9 0,22()
Gemfibrozil | 129,12 + | ~3,8 -0,12 + | 308,2 +| ~0,03 - 0,73
2,69 0,20 47,8 0,20(®)
@ Estadisticamente significativo tanto de control como de Gemfibrozil;® no es
estadisticamente significativo.

EJEMPLO. Actividad intracelular de antibidticos. Se determiné la determinacion de la actividad antibidtica contra la
cepa ATCC 25923 de S. aureus intrafagocitica. Se realizaron estudios completos de dosis-respuesta para evaluar el
impacto del flujo de salida activo en la modulaciéon de la actividad intracelular de CEM-101 y AZI contra S. aureus
intrafagocitica (cepa ATCC 25923 [MIC: CEM-101, 0,125 mg/l; AZl, 0,5 mg/l]. Los antibiéticos se compararon a las
24 h para: (i) su concentracion estatica relativa (Cs), y (ii) su eficacia maxima relativa (E). Mientras que el verapamilo
(pero no el gemfibrozil) aumenta la actividad intracelular de AZI, ninguno de los inhibidores tiene un efecto
significativo sobre la actividad de CEM-101, lo que sugiere que este Ultimo, a diferencia de AZI, no es un sustrato de
los transportadores eucariotas correspondientes.

EJEMPLO. Acumulacion celular de antibiéticos. El contenido celular en macrélidos se midié6 en macréfagos THP-1
mediante ensayo microbiolégico, usando S. aureus ATCC 25923 como organismo de prueba. Las proteinas
celulares se determinaron en paralelo usando el procedimiento de Folin-Ciocalteu/Biuret. El contenido celular
asociado en los macrolidos se expres6 por referencia al contenido total de proteina celular, y se convirtié en
concentraciones aparentes usando un factor de conversion de 5 pl por mg de proteina celular (como se usa
comunmente para células cultivadas).

La acumulacion celular de CEM-101 en comparacion con la de AZI en células THP-1 se midié por primera vez Fig. 5
(panel A). A las 24 h, ambos antibidticos se concentran en grandes extensiones en las células, pero con un mayor
valor (Cc/Ce) para CEM-101. En una segunda etapa, se investigd si CEM-101 es un sustrato de transportadores de
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flujo de salida de Pgp o MRP Fig. 5 (panel B). Usando un inhibidor de Pgp (verapamilo) o MRP (gemfibrozil), no se
observan variaciones significativas de la acumulacién celular de CEM-101, mientras que el verapamilo aumenta
significativamente la acumulacioén celular de AZI.

La captacion de CEM-101 fue lineal en el tiempo, alcanzando niveles de acumulacién de aproximadamente 375
veces en 24 h (AZl, 160X, CLR, 30X, TEL, 21X). La acumulacion se suprimi6 por el pH acido o por la adicion del
proton ionéforo monensina, pero no se modificd con verapamilo o gemfibrozilo (inhibidores preferenciales de Pgp y
MRP, respectivamente). El panel B muestra que la acumulacion de CEM-101 y AZl se redujo cuando los
experimentos se realizaron a pH acido, y el cambio se produjo casi por completo cuando el pH se elevé de 7 a 6. El
panel C muestra que la monensina, que es conocida por disminuir la acumulaciéon celular de muchas bases
organicas débiles, también suprime casi por completo la acumulacion de CEM-101 y AZl. Por el contrario,
verapamilo, un inhibidor del transportador de flujo de salida de la glicoproteina P (Pgp, también conocido como
MDR1), aumenté la acumulacién de AZI sin afectar la de CEM-101, mientras que gemfibrozil, un inhibidor de
proteinas de resistencia a multiples farmacos (MRP) y otros transportadores de aniones organicos no afecté ninguno
de los compuestos. Ni el verapamilo ni el gemfibrozilo afectaron a la acumulacién de TEL o CLR (datos no
mostrados). Se examind el flujo de salida de CEM-101 de las células incubadas con 10 mg/l de CEM-101 durante 1
hora y luego se transfirid a un medio libre de farmaco. El flujo de salida transcurrié de forma bimodal, con la mitad
del farmaco asociado a la célula que se libera en aproximadamente 10 minutos, seguido de unos tiempos de
liberacion mas lentos de varias horas (datos no mostrados).

EJEMPLO. Los macrolidos se acumulan en células eucariotas y se consideran ventajosos para el tratamiento de
infecciones intracelulares. Los cetdlidos son activos contra organismos resistentes a la eritromicina. La acumulacion
celular y la actividad intracelular de CEM-101 hacia las formas intracelulares de Sthaphylococcus aureus (S. a.),
Listeria monocytogenes (L. m.) y Legionella pneumophila (L. p.) en comparacién con AZI, CLR y TEL se muestra en

la siguiente tabla.
MIC? CsP Emax®

CEM-101

S. a. 0,06 0,022 -0,86

L. m. 0,004 0,11 -0,66

L. p. 0,004 0,018 -1,03
AZ|

S.a. 0,5 > 50 0,04

L. m. 1 11,6 -0,81

L. p. 0,016 2,90 -0,83
CLR

S. a. 0,5 0,84 -0,18

L. m.

L.p 0,007 0,12 -0,71
TEL

S. a. 0,25 0,63 -0,29

L.m.

L. p. 0,007 0,06 -0,63

2mg/l;® concentracion estatica (mg/l) a las 24 h;° A log10CFU a las 24 h en comparacion con el

inoculo posterior a la fagocitosis

EJEMPLO. Las MIC y las actividades extracelulares de los antibidticos se determinaron en MHB a pH neutro y acido.
Se determind la actividad intracelular contra S. aureus (ATCC 25923) fagocitada por macréfagos THP-1 tal como se

describié anteriormente (AAC, 2006, 50: 841-851). Los resultados se expresaron como un cambio de eficacia en
comparacion con el tiempo 0O h.
Condiciones CEM-101 AZI| CLR TEL
MIC (mg/l)
(i)pH 7,4 0,125 0,5 0,5 0,5
(i) pH 5,5 1-2 256 16 8

Actividad extracelular (24 h): A log cfu desde el tiempo 0 h
(i) Caldo pH 7,4

Emax' -1,4+0,1 -1,2+0,6 -1,4+0,2 -1,0+£0,4
Dosis estatica? ~ 0,06 ~ 3,63 ~ 1,41 ~ 0,28
R2 0,964 0,860 0,965 0,868

(i) Caldo pH 5,5
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Emax’ -1,6+04 +2,1+0,1 -1,5+0,8 -1,4+0,9

Dosis estatica? ~ 1,48 / ~ 10,47 ~ 9,33

R2 0,915 / 0,911 0,879
Actividad intracelular (24 h) : A log cfu desde el tiempo 0 h

Emax’ -0,8+0,2 0,10+0,0 -0,1+0,1 -0,4+0,2

Dosis estatica? ~ 0,02 ~78 ~ 0,98 ~ 0,23

R2 0,906 0,980 0,974 0,935
THP-1

Emax’ -0,8+0,2 0,1+0,1 -0,1+0,1 -0,4+0,1

Dosis estatica? ~0,02 ~10 ~0,98 ~0,28

1- Disminucién maxima de cfu intracelular en comparacion con el inéculo inicial posterior a la
fagocitosis (calculado a partir de la regresion no lineal [sigmoidal] de respuesta dosis-efecto)
administrado en el caldo (extracel.) o con macréfagos infectados (intracel.)

2- Concentracion extracelular (Cs en mg/l) que produce un efecto estatico aparente.
Descriptores farmacolégicos comparativos (Emax y concentraciones estaticas [Cs]) obtenidos
de los estudios de dosis-respuestas. Estudios de dosis-respuesta en caldo Mueller-Hinton.
Contra S. aureus ATCC 25923 y en caldo, a pH 7,4, CEM-101 es sistematicamente mas
activo que AZIl, CLR y TEL; a pH 5,5, AZI, CLR y TEL muestran una disminucién significativa
de sus potencias, mientras que CEM-101 muestra menos cambio. En comparacion con AZI,
CLR y TEL, la actividad de CEM-101 se vié menos afectada por el pH acido del caldo y
mostré una mayor potencia (dosis estatica mas baja) y una mayor eficacia maxima (Emax)
contra S. aureus intracelular.

EJEMPLO. Lineas celulares. Los experimentos se realizaron con células THP-1 (ATCC TIB-202, American Tissue
Culture Collection, Manassas, VA), una linea celular mielomonocitica humana que muestra actividad similar a
macréfagos (véase, p. ej.,Barcia-Macay y col., Antimicrob. Agents Chemother. 50:841-851(2006)). Ensayo de los
macrolidos asociados a células y calculo de las relaciones aparentes de concentracion celular a extracelular. Los
macrolidos se determinaron mediante un procedimiento microbioldgico, usando S. aureus ATCC 25923 como
organismo de prueba. Las proteinas celulares se midieron en paralelo usando el procedimiento Folin-
Ciocalteu/biuret. Los contenidos asociados a las células en los macrolidos se expresaron por referencia al contenido
total de proteina celular y se convirtieron en concentraciones aparentes usando un factor de conversioén de 5 pl por
mg de proteina celular, un valor medio encontrado para muchas células cultivadas.

Cepas bacterianas, pruebas de susceptibilidad y estudios de curvas de dosis-respuesta de 24 h con caldo. S. aureus
ATCC 25923 (meticilina [meticilina] sensible), L. monocytogenes cepa EGD y L. pneumophila cepa ATCC 33153 se
usaron en el presente estudio. Las determinaciones de MIC se realizaron en caldo de Mueller-Hinton (para S.
aureus) y caldo de soja triptico (para L. monocytogenes) después de una incubacion de 24 h, o en caldo de extracto
de levadura tamponado por a-cetoglutarato (para L. pneumophila) después de una incubacién de 48 h. Para los
estudios de S. aureus, se realizaron experimentos de concentracion-respuesta de 24 h en medio acelular en caldo
Mueller-Hinton.

Infeccion celular y evaluacion de actividades intracelulares antibidticas. La infeccién de las células THP-1 y la
evaluacion de la actividad intracelular de los antibidticos se realizaron usando procedimientos convencionales para
S. aureus y L. monocytogenes o con adaptaciones menores para L. pneumophila usando (i) una multiplicidad de
infeccion de 10 bacterias por macrofago y (ii) gentamicina (50 mg/litro) durante 30 a 45 min para la eliminacién de
bacterias no fagocitadas.

Analisis estadistico. Los analisis estadisticos de ajuste de curvas se realizaron con GraphPad Prism version 4.03 y
GraphPad Instat version 3.06 (GraphPad Software, San Diego, California).

EJEMPLO. Susceptibilidad hacia S. aureus ATCC 25923, Listeria monocytogenes EGD y Legionella pneumophila
ATCC 33153. CEM-101 mostré valores de MIC inferiores a AZ| frente a los tres organismos seleccionados (S.
aureus, 0,06 y 0,5 mg/l; L. monocytogenes, 0,004 y 1 mg/litro y L. pneumophila, 0,004 y 0,016 mg/litro) en la prueba
de susceptibilidad convencional. Las MIC de CEM-101, TEL, AZl y CLR contra S. aureus y L. monocytogenes se
midieron en caldos ajustados a valores de pH que oscilaban entre 5,5 y 7,4. El intervalo se selecciond para incluir los
valores a los que los antibiéticos podrian estar expuestos en el medio extracelular o intracelularmente para los dos
organismos considerados. Como se ilustra en la Fig. 1, los cuatro farmacos mostraron una notable disminucion en la
potencia contra ambos organismos cuando el pH disminuyé de 7,4 a 5,5, con AZI lo que demuestra la pérdida de
actividad mas significativa. CEM-101 conservd la mayor actividad, lo que muestra consistentemente las MIC mas
bajas en todo el intervalo de pH investigado, con valores (mg/litro) que oscilan entre 0,06 (pH 7,4) y 0,5 (pH 5,5) para
S. aureus (ATCC 25923) y 0,0039 (pH 7,4) a 0,25 (pH 5,5) para L. monocytogenes (EDG). Para L. pneumophila
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(datos no mostrados), la MIC de CEM-101 aumenté de 0,005 a 0,01 y la de AZI de aproximadamente 0,01 a 0,25
mg/litro cuando el pH del caldo disminuyé de 7,4 a 6,5 (no se pudo determinar que se hiciera a valores de pH mas
bajos debido a la ausencia de crecimiento).

EJEMPLO. Tiempo y efectos de concentracion contra S. aureus extracelular e intrafagocitica. Se obtuvieron curvas
de eliminacién-tiempo a corto plazo (6 h) para CEM-101 en comparacién con las de AZ| contra S. aureus (ATCC
25923) en caldo y después de la fagocitosis por macréfagos THP-1 usando dos concentraciones fijas Unicas de 0,7 y
4 mg/litro. La concentracion mas baja se eligio para ser relevante para la concentracion sérica de AZl y CEM-101, y
la concentracion mas alta se selecciono para estar por encima de la MIC de AZI para los organismos de interés. Los
resultados presentados en la Fig. 3 muestran que en estas condiciones, solo CEM-101 fue capaz de disminuir
significativamente CFU en caldo asi como en macroéfagos THP-1 en la concentracion de 0,7 mg/litro. A la
concentracion de 4 mg/litro en caldo, AZI con el tiempo logré el mismo efecto antibacteriano que CEM-101, pero a
una tasa menor (5 h en comparacion con 1 h). En los macréfagos THP-1, no se detecté actividad consistente para
AZI, incluso a la concentracién de 4 mg/litro, mientras que CEM-101 nuevamente logré una reduccion de
aproximadamente 1,5 log10 CFU, similar a la magnitud vista en la concentraciéon de 0,7 mg/litro. En todas las
situaciones con CEM-101, la disminucion méxima de CFU se obtuvo en 1 h y se mantuvo a partir de entonces.

A continuacion, los investigadores realizaron experimentos de concentracion-respuesta en un punto de tiempo fijo
(24 h) para obtener los descriptores farmacoldgicos pertinentes de la actividad de CEM-101 (potencia relativa [50 %
de concentracion efectiva {EC50}], concentracion estatica aparente [Cs] y eficacia maxima relativa [Emax] en
comparacion con la actividad CLR, AZI y TEL (los detalles adicionales se describen enBarcia-Macay y col.,
Evaluacién farmacodinamica de las actividades intracelulares de antibiéticos contra Staphylococcus aureus en un
modelo de macréfagos THP-1 Antimicrob. Agents Chemother. 50:841-851(2006)). Los datos se presentan en la Fig.
2 como una funcién de (i) concentraciones en peso (mg/litro) y (ii) multiplos de las MIC (segun se determina en caldo
a pH 7,4). Los valores numéricos de los correspondientes descriptores farmacoldgicos se muestran en la Tabla.
Parametros de regresion pertinentes? (con intervalos de confianza [IC]) y analisis estadistico de las curvas dosis-
respuesta ilustradas en la Fig. 2.

caldo*
antibiotico Emax®(IC) ECs0%(C1) Cs» R2
CEM-101 -1,37 mg/I 0,03 0,06 0,973
(-1,67 a-1,08) (0,02 2 0,06)
aA aA

x MIC 0,48 0,88
(0,26 a 0,91)
aA

TEL -1,00 mg/I 0,12 0,29 0,892
(-1,78 a -0,22) (0,03 2 0,52)
aA b;A

x MIC 0,46 0,96
(0,11 2 2,06)
aA

AZI| -1,23 mg/I 1,78 3,4 0,872
(-2,55 a 0,083) (0,45a7,02)
a;A cA

x MIC 3,55 6,87
(0,90 a 14,0)
b;A

CLR -1,41 mg/I 0,80 1,32 0,956
(-1,95 a-0,87) (0,41 a 1,56)
aA cA

x MIC 1,59 2,65
(0,81a3,1)
a,b;A
Macrofagos THP-1**
antibiotico Emax®(IC) ECs0%(IC) Cs® R2(IC)
CEM-101 -0,86 mg/| 0,0068 0,022 0,927
(-1,36 a-0,37) (0,0023 a 0,020)
a; B a; B

x MIC 0,11 0,35
(0,037 a 0,32)

20



10

15

20

25

ES 2676 168 T3

a; B
TEL -0,29 mg/I 0,024 0,63 0,954
(-0,70a0,12) (0,007 a 0,088)
b; B b; B

x MIC 0,097 1,04
0,027 a 0,35
a; B

AZI 0,04 mg/I 0,11 > 50 0,983
(-0,23 2 0,32) (0,05a0,22)
b; B c;B

x MIC 0,22 > 100
0,11a0,45
a; B

CLR -0,18 mg/I 0,046 0,84 0,974
(-0,52 a0,16) (0,018 20,12)
b; B b,c; B

x MIC 0,093 1,68
0,035a 0,25
a; B
dusando todos los puntos de datos mostrados en la Fig.4 (datos de muestras sin antibiético
cuando la concentracion extracelular de un antibiotico es inferior a 0,01 x MIC (5)
*indculo original [tiempo = 0 h]: 0,97 % 0,24 x10°CFU/ml (n=3) **indculo original (posterior a la
fagocitosis) [tiempo = 0 h]: 2,74 + 0,55 x108CFU/mg de proteina (n=3) *Disminucién de CFU
(en unidades logi0) en un tiempo = 24 h desde el in6culo original correspondiente, segun se
extrapola para la concentracion de antibidtico = «; las muestras que producen menos de 5
cuentas se consideraron por debajo del nivel de deteccién. °concentracion (en mg/l o en x
MIC) lo que causa una reduccion del inéculo a mitad de camino entre los valores inicial (Eo) y
maximo (Emax), como se obtiene de la ecuacion de Hill (usando un factor de pendiente de 1);
%concentracion (en mg/l o en x MIC) que da como resultado un crecimiento bacteriano no
aparente (numero de CFU idéntico al indculo original), segun lo determinado por la
intrapolacion grafica; Andlisis estadistico. Andlisis de las diferencias entre antibiéticos (por
columna para las filas correspondientes, ANOVA de una via con prueba de Tuckey para
comparaciones multiples entre cada parametro para todos los farmacos): las cifras con letras
minusculas diferentes son significativamente diferentes entre si (p <0,05). Analisis de las
diferencias entre caldo y macréfagos THP-1 (por fila para las columnas correspondientes,
prueba t de dos colas no emparejadas): las cifras con letras mayusculas diferentes son
significativamente diferentes entre si (p <0,05).

Las actividades tanto en caldo como en macréfagos THP-1 se desarrollaron de una manera dependiente de la
concentracién, como se indica por la forma sigmoidal de cada funcion de mejor ajuste (ecuacion de Hill). En caldo, la
eficacia relativa de CEM-101 (Emax de -1,37 log+o) fue similar a la de los otros farmacos (valores de Emax de -1,00 a -
1,41 log1o). En los macrdfagos THP-1, la eficacia relativa de CEM-101 disminuyd significativamente en comparacioin
con la del caldo (Emaxde -0,86 log1o), pero no en la misma medida que la de los otros farmacos, que se volvieron
esencialmente bacterioestaticos solo (valores de Emax de 0,04 a -0,29 logio). Sobre una base de peso, CEM-101
tenia potencias relativas mas altas (bajos valores de Eso) y concentraciones estaticas mas bajas (menores valores
de Cs) que los tres farmacos comparadores tanto en caldo como en macréfagos THP-1. Cuando los datos se
analizaron como una funcion de la concentracion equipotente (multiplos de la MIC), estas diferencias en los valores
de ECso se reducen, lo que indica que la MIC era el parametro de conduccioén principal en este contexto. En caldo,
incluso cuando se analizé como multiplos de la MIC, CEM-101 y CLR todavia mostraron ECso significativamente
inferiores que TEL y AZI.

Ejemplo. Actividad contra L. monocytogenes y L. pneumophila. Se us6 el mismo enfoque que para S. aureus para
evaluar las actividades de CEM-101 y AZI contra L. monocytogenes y L. pneumophila fagocitados para obtener
informacién sobre las relaciones de concentracion-efecto y sobre los correspondientes descriptores farmacolégicos
pertinentes. Como se muestra en la Fig. 4, se observo una relacién compatible con la ecuacion de Hill en todos los
casos, aunque el crecimiento limitado de L. pneumophila hizo que el ajuste de las funciones fuera algo mas incierto.
Cuando los datos se representaron frente a la concentracion de peso, parecié que CEM-101 tenia una potencia
relativa mas alta (EC50 mas baja) que AZI para L. monocytogenes y L. pneumophila. Esta diferencia se redujo pero,
no obstante, se mantuvo significativa cuando los datos para L. pneumophila se trazaron frente a los multiplos de la
MIC, lo que indica que la MIC fue un factor importante, pero no el conductor exclusivo de la actividad intracelular
contra este organismo. A la inversa, no se observaron diferencias en las respuestas para L. monocytogenes cuando
los datos se expresaron como multiplos de la MIC. Los valores numéricos de los descriptores farmacoldgicos
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pertinentes y los analisis estadisticos de sus diferencias se muestran en la Tabla.
Parametros de regresion pertinentes? (con intervalos de confianza [IC]) y analisis estadistico de las curvas dosis-
respuesta ilustradas en la Fig. 4.

L. monocytogenes EGD*
antibiético EMax®(]C) ECs0%(IC) Cs® R?
-0,66 mg/I 0,020 0,11 0,934
CEM-101 (-1,28 a -0,037) (0,005 a0,073)
a a
x MIC 5,00 0,88
(1,36 a 18,5)
a
AZ| -0,81 mg/| 2,66 11,6 0,953
(-2,11a0,48) (0,91a7,73)
a b
x MIC 2,66 11,6
(0,81a3,1)
a
L. pneumophila ATCC 33153**
antibictico Emax®(IC) ECs0°(IC) Cs% R?
-1,03 mg/I 0,052 0,018 0,920
CEM-101 (-1,34 a-0,72) (0,012 a2 0,23)
a a
x MIC 13,1 4,56
(3,02 a 57,0)
a
AZI -0,83 mg/I 2,86 2,90 0,903
(-2,00 a 0,34) (0,17 2 48,6)
a b
x MIC 179,0 181
(10,5 a 3038)
b
ausando todos los puntos de datos mostrados en la Fig.4 (los datos de muestras sin antibiético
no se usaron debido al indicio de crecimiento extracelular cuando la concentracién
extracelular de un antibidtico es inferior a 0,01 x MIC (5).* inéculo original (posterior a la
fagocitosis) [tiempo = 0 h; CFU/mg de proteina]): L. monocytogenes, 1,67 + 0.22 x10° (n=3); L.
pneumophila., 0,94 + 0,60 x108. ®Disminucion de CFU (en unidades de logo) en un tiempo =
24 h (L. monocytogenes ) o 48 h (L. pneumophila.) del indculo original correspondiente, segun
se extrapola para la concentracién de antibiotico «; las muestras que producen menos de 5
cuentas se consideraron por debajo del nivel de deteccion. ®concentracion (en mg/l o en x
MIC) lo que causa una reduccion del in6culo a mitad de camino entre los valores inicial (Eo) y
maximo (Emax), como se obtiene de la ecuacién de Hill (usando un factor de pendiente de 1);
%concentracion (en mg/l o en x MIC) que da como resultado un crecimiento bacteriano no
aparente (numero de CFU idéntico al indculo original), segun lo determinado por la
intrapolacion grafica. Analisis estadistico: analisis de las diferencias entre los dos antibiéticos
(por columna para las filas correspondientes; prueba t de dos colas no emparejadas): las
cifras con letras minusculas diferentes son significativamente diferentes entre si (p <0,05).

EJEMPLO. Estudios de dosis-respuesta en macréfagos THP-1 infectados contra S. aureus intracragocitica ATCC
25923, CEM-101 es mas potente que AZI, CLR y TEL (Cs inferior), Ademas, CEM-101 es capaz de reducir el inéculo
intracelular (Emax~1log), que no se observa con ninguno de AZI, CLRy TEL.

Captacion de CEM-101 en las células (ii): funcion del tipo de célula

Células THP-1 J774 MDCK MDCK que sobreexpresan
(macrofagos | (macréfagos (células epit. | los transportadores de flujo
humanos) murinos) caninas) de salida de MDR1

Cc/Cealas5h | ~50-150 ~ 60 ~ 45 ~ 30

EJEMPLO. Estudios de dosis-respuesta de ejemplo de CEM-101 frente a comparadores (AZI, CLR y TEL) contra S.
aureus ATCC 25923 intracelular (macréfagos THP-1). Véase la Fig. 7 y la Tabla.
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CEM-101 AZI CLR TEL
Enmax -0,80 £ 0,11 0,04 £ 0,11 -0,18 £0,13 -0,29 0,16
Cs (mg/l) ~0,01 > 50 ~ 0,86 ~ 0,27

EJEMPLO. Actividad intracelular: estudios comparativos con otros agentes antiestafilocécicos. Se midio la respuesta
comparativa de dosis estatica de antibidticos contra Staphylococcus aureus intracelular (cepa ATCC 25923) en
macrofagos THP-1. Véase la Fig. 6 las barras representan las MIC (en mg/l) o la dosis estatica extracelular.

PROCEDIMIENTO. Los macrofagos peritoneales de ratdn se infectaron con M. leprae, los farmacos se anadieron e
incubaron a 33 °C durante 3 dias. Después de 3 dias, los macréfagos se lisaron para liberar M. leprae intracelular,
que luego se ensay6 para determinar su viabilidad por radiorespirometria y tincion de viabilidad. CEM-101 muestra
eficacia contra la viabilidad intracelular de M. leprae.

El aislado Thai-53 de M. leprae, mantenido por pases en serie en almohadillas de ratones nu/nu atimicos, se us6
para todos los experimentos. Para la prueba de axénicos, se incubaron en medio M. leprae viables recién
cosechadas junto con diferentes concentraciones de los farmacos (CEM-101, CLR y rifampicina) durante 7 dias a 33
°C. Al final de esta incubacion, los M. leprae tratados con farmaco fueron sometidos a radiorespirometria para
evaluar la viabilidad basada en la oxidacion de palmitato y tincién con colorantes de viabilidad para evaluar el grado
de dafio de la membrana. Para pruebas intracelulares, los macréfagos peritoneales de ratones suizos se infectaron
con M. leprae viables recién cosechadas a una MOI de 20: 1 durante 12 horas. Al final de la infeccién, las bacterias
extracelulares se lavaron y los farmacos se afiadieron a diferentes concentraciones y se incubaron durante 3 dias a
33 °C. Al cabo de 3 dias, las células se lisaron para obtener M. leprae intracelular para la radiorespirometria y la
tincion de viabilidad.

CEM-101 a 0,15 pg/ml fue capaz de reducir significativamente (P <0,001) la viabilidad de M. leprae tanto en cultivos
axénicos como intracelulares en comparacion con los controles. La inhibicion por CEM-101 no fue estadisticamente
diferente de la inhibicién obtenida con CLR en condiciones idénticas y a la misma concentracion.

EJEMPLO. La alta potencia de CEM-101 contra Streptococcus pnemoniae ,estreptococos del grupo B-hemolitico y
viridans, Staphylococcus spp. y los enterococos se han documentado en los primeros estudios de tamizado
realizados usando los procedimientos del Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio (CLSI) de referencia. Dado
que los mecanismos y los acontecimientos de resistencia aumentan rapidamente lo cual puede comprometer la
clase de cetolido de MLSB, se evalud la actividad bactericida (MBC y curvas de eliminacién) de CEM-101 con cinco
clases de agentes antimicrobianos seleccionados cuando se prueba el tipo salvaje (WT) y subconjuntos de
organismos resistentes definidos fenotipicamente/genotipicamente. Las determinaciones de MBC para CEM-101,
TEL y CLR usaron procedimientos CLSI para 40 cepas (6 grupos de especies). KC us6 8 cepas (6 grupos de
especies). PAE se probd (5 cepas) a una concentracion de 4x durante una exposicion de 1 o 2 horas; control TEL.

Estudios de curvas MBC y eliminacion: Un total de 40 cepas (10 S. pnemoniae, 10 S. aureus y 5 cada una de
estreptococos f-hemoliticos, estreptococos del grupo viridans, estafilococos coagulasa negativos [CoNS] y
enterococos) se probaron con MIC seguido de determinaciones de MBC usando procedimientos CLSI (intervalo MIC
y MBC, 0,008-16 ug/ml). La concentracién mas baja de un agente probado que matd = 99,9 % del indculo inicial se
definié como el punto final MBC (Tablas 2 y 3). Se realizd una actividad bactericida de eliminacion de tiempo para
CEM-101, TEL, CLR y AZI en ocho cepas seleccionadas de acuerdo con los procedimientos descritos por Moody &
Knapp, NCCLS M21-A3 y M26-A. Los compuestos se probaron a 2x, 4x, 8x MIC; y los recuentos de colonias se
realizaron en TO, T2, T4, T8 y T24.

EM-101 mostré bajas relaciones MBC/MIC (< 4) para BSA, SA y estafilococos coagulasa negativos; y una potencia 2
veces mayor que TEL. SA, enterococos y algunas cepas macrolidas/resistentes a CLN (R) tuvieron relaciones mas
altas. Los resultados de KC mostraron una actividad cidal mas rapida y mayor (dependiente de la concentracion)
para CEM-101 en comparacion con TEL. CEM-101 mostré actividad cidal contra varias especies Gram-positivas a
velocidades y en un grado mayor que TEL.

Distribucion de aislados de acuerdo con la relaciéon MBC/MIC para CEM-101, TEL, CLR y AZI
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Organismo/agente antimicrobiano (probado n.°) N.° de cepas con valor MBC/MIC de:
1 2 4 8 16 232
S. pneumoniae (10)
CEM-101 3 5 0 0 0 2
Telitromicina 2 62 0 0 0 2
Claritromicina 2 3 1 0 0 b
Azitromicina 2 4 0 0 0 b
Estreptococos B-hemoliticos (5)
CEM-101 0 1 2 0 0 2
Telitromicina 0 1 1 1 0 2
Claritromicina 0 0 1 1 0 2b
Azitromicina 0 0 0 0 2 2b
Estreptococos del grupo viridans (5)
CEM-101 3 0 1 0 0 1
Telitromicina 2 1 1 0 0 1
Claritromicina 0 0 1 0 0 3b
Azitromicina 0 0 0 0 1 3b
S. aureus (10)
CEM-101 1 0 0 0 1 8
Telitromicina 0 0 0 0 0 10
Claritromicina 0 0 0 0 0 6°
Azitromicina 0 0 0 0 0 6°
Estafilococos coagulasa neg. (5)
CEM-101 1 1 0 3 0 0
Telitromicina 0 0 0 0 2 3
Claritromicina 0 0 0 0 0 4b
Azitromicina 0 0 0 0 0 4b
Enterococcus spp. (5)
CEM-101 0 0 0 0 0 5
Telitromicina 0 0 0 0 0 5
Claritromicina 0 0 0 0 0 2b
Azitromicina 0 0 0 0 0 2b
a. Incluye seis aislados con una MIC de <0,008 ug/ml y una MBC de 0,015 pg/ml
(comparaciones fuera de escala).
b. MBC no se evalué en aislados con resultados de MIC de nivel resistente.

CEM-101 mostré una actividad bactericida rapida (reduccion de = 3 log10 CFU/ml) contra cepas susceptibles a
macrolidos de S. aureus,S.epiermidis, S.pneumoniae, S. pyogenes (solo a 8 x MIC) y estreptococos del grupo
viridans, asi como una S. pyogenes resistente a los macrélidos. CEM-101 produjo una mayor reduccion de CFU/ml y
una muerte mas rapida en comparacion con TEL o los macrolidos CLR y AZI.

Resumen de los resultados de las curvas de eliminacion-tiempo.

Organismo Agente antimicrobiano Actividad antimicrobiana
S. aureus CEM-101 Cidal en 2X, 4X, 8X
(ATCC 29213) Telitromicina Cidal solo a 8X
Claritromicina Cidal solo a 8X
Azitromicina Cidal solo a 8X
S. epidermidis CEM-101 Cidal en 2X, 4X, 8X
(095-2777A) Telitromicina Estatica
Claritromicina Estatica
Azitromicina Estatica
E. faecalis CEM-101 Estatica
(ATCC 29212) Telitromicina Estatica
Claritromicina Estatica
Azitromicina Estatica
S. pheumoniae CEM-101 Cidal en 2X, 4X, 8X
(ATCC 49619) Telitromicina Cidal en 2X, 4X, 8X
Claritromicina Cidal en 2X, 4X, 8X (muerte lenta)
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Azitromicina Cidal en 2X, 4X, 8X (muerte lenta)
S. pneumoniae CEM-101 Estatica
(075-241B) Telitromicina Estatica
S. pyogenes CEM-101 Cidal solo a 8X

(117-1612A)

Telitromicina

Cidal solo a 8X (muerte lenta)

Claritromicina

Cidal solo a 8X (muerte lenta)

Azitromicina Cidal solo a 8X (muerte lenta)
S. pyogenes CEM-101 Cidal en 2X, 4X, 8X
(088-11708A) Telitromicina Cidal en 2X, 4X, 8X (muerte lenta)
S. mitis CEM-101 Cidal en 2X, 4X, 8X

(112-1885A)

Telitromicina

Cidal en 2X, 4X, 8X

Claritromicina
Azitromicina

Cidal solo a 8X (muerte lenta)
Cidal a 4X 'y 8X (muerte lenta)

CEM-101 mostré actividad bactericida cuando se probd contra estreptococos susceptibles a macrolidos, CoNS y S.
pneumoniae susceptibles a CLN resistentes a macrolidos. Las relaciones CEM-101 MBC/MIC pueden ser altas para
S. aureus, pero algunas cepas mostraron resultados de MBC que permanecian dentro del intervalo susceptible de
concentraciones.

EJEMPLO. Actividad sobre Chlamydia. CEM-101, TEL, AZI, CLR y doxiciclina se proporcionaron como polvos y se
solubilizaron de acuerdo con las instrucciones de los fabricantes. Las suspensiones de farmaco se renovaron cada
vez que se realizo el ensayo.

C. pneumoniae: Los aislados de C. pneumoniae probados incluyeron una cepa de referencia (TW 183), 9 aislados
de nifios y adultos con neumonia de los Estados Unidos (AR39, T2023, T2043, W6805, CWL 029, CM-1), un aislado
de un nifio con neumonia de Japoén (J-21) y 2 cepas de muestras de lavado broncoalveolar de pacientes con
infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana y neumonia de los Estados Unidos (BAL15 y BAL16).

C. trachomatis: 10 aislados de C. trachomatis, incluidos aislados convencionales de la ATCC (E-BOUR, F-IC-CAL3,
C-HAR32, J-UW-36, L2434, D-UW-57kx, B-HAR- 36) y aislados clinicos recientes (N18 (cervical), N19 (cervical),
7015 (ojo infantil))

Prueba de susceptibilidad in vitro: La prueba de susceptibilidad de C.pneumoniae y C. trachomatis se realizd en
cultivo celular usando células HEp-2 cultivadas en placas de microtitulacion de 96 pocillos. Cada pocillo se inoculd
con 0,1 ml de la cepa de prueba diluida para producir 10% a 10* IFU/ por ml, se centrifugoé a 1.700 x g durante 1 h 'y
se incubd a 35 °C durante 1 h. Los pocillos se aspiraron y se superpusieron con 0,2 ml de medio que contenia 1 ug
de cicloheximida por ml y diluciones en serie con factor de dilucién dos del farmaco de prueba.

Se inocularon placas duplicadas. Después de la incubacion a 35 °C durante 48-72 horas, los cultivos se fijaron y
tineron para inclusiones con anticuerpo conjugado con fluoresceina al antigeno del género lipopolisacarido
(Pathfinder, Kallestad Diagnostics, Chaska, MN). La concentracién minima inhibitoria (MIC) es la concentracion de
antibiético mas baja a la que no se observaron inclusiones. La concentracion bactericida minima (MBC) se determino
aspirando el medio que contenia antibidtico, lavando los pocillos dos veces con soluciéon salina tamponada con
fosfato y afiadiendo medio libre de antibiéticos. Los cultivos se congelaron a -70 °C, se descongelaron, se pasaron a
nuevas células, se incubaron durante 72 horas y luego se fijaron y tifieron como anteriormente. La MBC es la
concentracion mas baja de antibiéticos que no da como resultado inclusiones después del pase. Todas las pruebas
se realizaron por triplicado.

Actividades de CEM-101 y otros antibioticos contra 10 aislados de C. pneumoniae
Farmaco MIC (ug/ml) MBC (ug/ml)
Intervalo 50 % 90% Intervalo 90 %
CEM 101 0,25-1,0 0,25 0,25 0,25-1,0 0,25
Telitromicina 0,015-0,25 0,06 0,06 0,015-0,25 0,06
Azitromicina 0,015-0,125 0,125 0,125 0,015-0,125 0,125
Claritromicina 0,015-0,125 0,06 0,06 0,015-0,125 0,06
Doxiciclina 0,015-0,06 0,06 0,06 0,015-0,06 0,06
Actividades de CEM-101 y otros antibiéticos contra 10 aislados de C. trachomatis
Farmaco MIC (ug/ml) MBC (ug/ml)
Intervalo [50% | 90% Intervalo [ 90 %
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CEM 101 0,125-0,5 0,25 0,25 0,125-0,5 0,25
Telitromicina 0,015-0,25 0,06 0,06 0,015-0,25 0,06
Azitromicina 0,015-0,125 0,125 0,125 0,015-0,125 0,125
Claritromicina 0,015-0,125 0,06 0,06 0,015-0,125 0,06
Doxiciclina 0,015-0,06 0,06 0,06 0,015-0,06 0,06

Los resultados de este estudio demostraron que CEM-101 tiene actividad in vitro contra C. trachomatis y C.
pneumoniae comparable a otros macrdlidos y cetdlidos.

5 EJEMPLO. Distribucion de tejidos. CEM-101 fue bien absorbido y distribuido al tejido. En la rata a 250 mg/kg/d, las
concentraciones medias de pulmén e higado de CEM-101 fueron 17 y 15 veces mayores que en el plasma. Las
concentraciones de pulmoén e higado fueron 503 y 711 veces mayores a las concentraciones plasmaticas a la dosis
de 200 mg/kg/d en monos. Las concentraciones de CEM-101 en el corazén fueron significativamente menores que
los niveles encontrados en pulmén o higado con niveles 5 y 54 veces mas altos que las concentraciones plasmaticas

10 en ratas y monos, respectivamente.
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REIVINDICACIONES
1. Una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de formula

N
| S
/

N

\

B
/
N

v
A\ /,,,’
11
O
o¥s
<
Et
O.

5 o

cC

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, donde:

R0 es hidrogeno o acilo;
10 X eY se toman junto con el carbono unido para formar carbonilo;
V es C(O);
WesHoF;
Ay B se toman juntas para formar butileno o pentileno; y
C es arilo opcionalmente sustituido;
15
para su uso en el tratamiento de una enfermedad gastrointestinal en un paciente que es causada al menos en parte
por una infeccién por H. pylori, C. jejuni, Salmonella, Shigella, o una combinacion de las mismas en el paciente.

2. Un compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, donde R'° es hidrogeno.

20
3. Un compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, donde A y B se toman juntas para
formar butileno.

4. Un compuesto para su uso de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 3, donde C es 3-aminofenilo.
25
5. Un compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacion anterior, donde W es F.
6. Un compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, donde el compuesto es de la férmula.
H,N N
\Y
N N
/
N
OH
H NMe,
O,
30
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0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

7. Un compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, donde el compuesto es de la férmula
H N N
\Y
Y
/
N

il
I

NMe,

8. Un compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacidon anterior, donde la enfermedad
gastrointestinal es enteritis o gastroenteritis 0 una combinacion de las mismas.

10 9. Una composicion para su uso en el tratamiento de una enfermedad gstrointestinal en un paciente que
es causada al menos en parte por una infecciéon por H. pylori, C. jejuni, Salmonella, Shigella, o una combinacién de
las mismas en el paciente, comprendiendo la composicién una cantidad efectiva de uno o mas compuestos de
acuerdo con las reivindicaciones 1 a 7, y uno o mas vehiculos, excipientes o diluyentes farmacéuticamente
aceptables para los mismos, o una combinacion de los mismos.

15
10. Un compuesto de férmula

HN N

Q0
sy

NMe,

20

para su uso en el tratamiento de una enfermedad gastrointestinal en un paciente que es causada al menos en parte
por una infeccion por Listeria monocytogenes en el paciente.
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A log 10 CFU a las 24 h desde un tiempo de 0 h
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CciCe (% del control)
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A log 10 CFU desde un tiempo de 0 h (24 h)
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