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DESCRIPCION
Compuestos de ceragenina hidréfobos y dispositivos que incorporan al mismo
Antecedentes de la invencion
1. El campo de la invencion.

La presente invencion se refiere a compuestos de ceragenina hidréfobos y dispositivos que incorporan los
compuestos de ceragenina hidréfobos. Los compuestos de ceragenina tienen sustituyentes hidréfobos que dan a
los compuestos un valor de CLogP relativamente alto que permite que los compuestos se enlacen de forma no
covalente a los materiales poliméricos.

2. La tecnologia relevante

Los compuestos de ceragenina, también conocidos en el presente documento como compuestos antimicrobianos
esteroideos cationicos (CSA), son compuestos quimicos de molécula pequefia producidos sintéticamente que
incluyen un esqueleto de esterol que tiene diversos grupos cargados (por ejemplo, amina y sustituyentes
catidnicos) unidos al esqueleto. El esqueleto se puede usar para orientar los grupos amina o guanidina en una
cara o plano del esqueleto de esterol. Por ejemplo, un esquema que muestra un compuesto que tiene grupos
amino primarios en una cara o plano, de un esqueleto se muestra a continuacién en el Esquema I:

Esquema 1

Las cerageninas son catidnicas y anfifilicas, con base en los grupos funcionales unidos al esqueleto. Son
facialmente anfifilicas con una cara hidréfoba y una cara policatidnica. Sin desear estar ligado a ninguna teoria
particular, los compuestos de ceragenina antimicrobianos descritos aqui actian como agentes antimicrobianos
(por ejemplo, antibacterianos, antifungicos y antiviricos). Se cree, por ejemplo, que los compuestos de
ceragenina antimicrobianos descritos en el presente documento actian como antibacterianos al enlazarse a la
membrana celular externa de las bacterias y otros microbios e insertarse en la membrana celular formando un
poro que permite la fuga de iones que son criticos para la supervivencia del microbio y que conduce a la muerte
del microbio afectado. Ademas, el compuesto de ceragenina antimicrobiano descrito en el presente documento
también puede actuar para sensibilizar las bacterias a otros antibiéticos. Por ejemplo, a concentraciones de los
compuestos de ceragenina antimicrobianos por debajo de la concentracion bacteriostatica minima
correspondiente, las cerageninas hacen que las bacterias se vuelvan mas susceptibles a otros antibidticos al
aumentar la permeabilidad de la membrana externa de las bacterias.

Los grupos cargados son responsables de perturbar la membrana celular bacteriana y sin los grupos cargados,
el compuesto de ceragenina no puede perturbar la membrana para causar la muerte celular o la sensibilizacion.

P.B. Savage et al., "Thin Films Containing Ceragenins Prevent Biofilm Formation on Endotracheal Tubes", 9th
International Federation of Infection Control Congress, Santiago, Chile (2008) divulga un tubo endotraqueal que
esta recubierto con una solucién de ceragenina y un poliuretano acido, donde se forma una pelicula que libera
ceragenina durante un periodo prolongado de tiempo.

Entre la técnica anterior adicional, el documento WO 2012/061651 A1 divulga un articulo absorbente que incluye
un polimero absorbente y un compuesto de ceragenina, en el que el compuesto de ceragenina tiene un grupo
esterol y una pluralidad de grupos catiénicos que imitan a los péptidos antimicrobianos de origen natural.
Ademas, el documento WO 2013/163359 A1 divulga composiciones de lavado antimicrobianas y procedimientos
para usar tales composiciones para controlar el crecimiento de microbios en un producto alimenticio no carnico,
en el que las composiciones de lavado antimicrobianas incluyen un compuesto de ceragenina.
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Breve sumario

La presente invencion se refiere a compuestos de ceragenina que son relativamente hidréfobos a pesar de tener
una cara cationica hidréfila, como se define en las reivindicaciones 1-5 y a dispositivos que comprenden una
estructura de polimero y un compuesto de ceragenina incorporados en la estructura de polimero con
interacciones no covalentes, como se define en las reivindicacaciones 6-11. Se ha encontrado que la alta
hidrofobicidad tiene una capacidad sorprendente e inesperada para enlazarse con polimeros y luego liberarse
selectivamente de los materiales poliméricos para matar microbios.

La presente invencion divulga un compuesto antimicrobiano esteroideo cationico hidréfobo (CSA) que tiene una
estructura de Férmula I:

(D
en la que

g=0yp=1;

R3, Rz y Rz incluyen independientemente un grupo catiénico;

R17 es un sustituyente hidréfobo que incluye un oxigeno y un hidrocarburo de cadena lineal con al
menos 9 atomos de carbono distales al oxigeno; y

R1, Rz, R4-Re, Rs-R16 son cualquier sustituyente;

en el que el compuesto CSA tiene un valor CLogP de al menos 6,5. Ademas, la presente invencion divulga
compuestos de ceragenina de acuerdo con las reivindicaciones 4 y 5.

El valor de CLogP se logra seleccionando un sustituyente o sustituyentes hidréfobos apropiados en combinacion
con sustituyentes catidnicos apropiados. Los sustituyentes catidnicos y el sustituyente o sustituyentes hidréfobos
se seleccionan para dar un valor de CLogP de 6,5 o mayor, 7,5 o mayor o incluso 10 o mayor. Para lograr el
valor de CLogP deseado, se necesita una mayor hidrofobicidad en el sustituyente hidréfobo cuando se usan
sustituyentes catidnicos con menos hidrofobicidad.

El alto valor de CLogP permite que los compuestos se enlacen de forma no covalente a polimeros que tienen
fracciones hidréfobas. Por ejemplo, los compuestos hidréfobos descritos en el presente documento pueden
enlazarse de manera no covalente a materiales de hidrogel. El enlace hidréfobo permite que los compuestos de
ceragenina se asocien con el polimero mientras tienen un impacto minimo en la capacidad de matar microbios.

Sorprendente e inesperadamente, se ha encontrado que al enlazar de forma no covalente la ceragenina a un
material polimérico utilizando interacciones hidrofobas/hidréfilas, el compuesto de ceragenina hidréfobo puede
liberar selectivamente del polimero en presencia de microbios, teniendo asi un efecto destructor a menor
concentracion de lo que uno podria predecir y durante un periodo prolongado de tiempo. Esto contrasta con los
estudios realizados con cerageninas enlazadas covalentemente donde la inmovilizacion impidié las tasas de
muerte mas alla de la exposicion inicial. La capacidad de los compuestos de ceragenina hidréfobos para liberar
selectivamente de un polimero para matar microbios es altamente deseable y un resultado sorprendente e
inesperado.

Ademas, se ha encontrado que las cerageninas, como se usan en la presente invencion, sorprendentemente
matan a microbios dafiinos preferentemente sobre la flora normal, lo que significa que las cerageninas se pueden
usar en concentraciones mas bajas en comparacién con otros antimicrobianos mientras se logra la misma o
mejor efectividad. Esta caracteristica evita muchos de los efectos nocivos de los antimicrobianos de la técnica
anterior, muchos de los cuales tienden a matar a los "microbios buenos".
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Los compuestos de ceragenina hidréfobos pueden incorporarse en o formarse en dispositivos médicos tales
como dispositivos médicos para ser implantados en un ser humano u otro animal. Por ejemplo, los hidrogeles
pueden recubrirse en un dispositivo médico o incorporarse a un producto polimérico tal como un producto
oftalmico. Los dispositivos médicos que incorporan los compuestos hidréfobos pueden liberar de forma
controlable el compuesto de ceragenina en una concentracion suficiente para cumplir con los requisitos
reglamentarios para las cargas bacterianas maximas durante semanas o incluso meses.

Estas y otras caracteristicas de la presente invencion se haran mas evidentes a partir de la siguiente descripcion
y las reivindicaciones adjuntas o pueden aprenderse mediante la practica de la invencioén tal como se expone a
continuacion.

Breve descripcion de los dibujos

Para aclarar ain mas las ventajas y caracteristicas anteriores y otras de la presente invencion, se hara una
descripcion mas particular de la invencion por referencia a realizaciones especificas de la misma que se ilustran
en los dibujos adjuntos. Se aprecia que estos dibujos representan solo realizaciones ilustradas de la invencion y
por lo tanto, no deben considerarse limitantes de su alcance. La invencion se describira y explicara con mayor
especificidad y detalle mediante el uso de los dibujos adjuntos, en los que:

La Figura 1A ilustra ejemplos de compuestos de ceragenina con un valor de ClogP inferior a 6,3 (no de
acuerdo con la invencion);

La Figura IB ilustra ejemplos de compuestos de ceragenina con un valor de ClogP mayor que 6,5;
La figura 2 es una representacion esquematica de un sustrato con un recubrimiento polimérico;

La figura 3 es un grafico que muestra la elucién de una ceragenina a partir de un hidrogel en solucion
salina tamponada con fosfato;

La figura 4 es un grafico que muestra la eluciéon de una ceragenina a partir de un hidrogel después de
esterilizacion en autoclave;

La figura 5 es un grafico que muestra la elucién de una ceragenina a partir de un hidrogel en solucion
salina tamponada con fosfato y caldo de soja triptico;

La figura 6 es un grafico que muestra la eluciéon de una ceragenina a partir de un hidrogel en tampon y
108 CFU de S. aureus; y

La Figura 7 es un grafico que muestra la elucion de una ceragenina de un hidrogel en tampon y 10°
CFU de P. aeruginosa.

Descripcion detallada
I. Cerageninas Hidrofobas

En una realizacion, los compuestos de ceragenina hidréfobos divulgados en el presente documento se definen
de acuerdo con las reivindicaciones 1y 5.

El valor de CLogP se logra seleccionando un sustituyente o sustituyentes hidréfobos apropiados en combinacion
con los sustituyentes catidnicos apropiados. Los sustituyentes catidnicos y el sustituyente o sustituyentes
hidréfobos se seleccionan para dar un valor de CLogP de 6,5 o mayor, 7,5 o mayor o incluso 10 o mayor.

De acuerdo con la reivindicacion 1, el compuesto ceragenina tiene una estructura como se muestra en la
Férmula I:
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Formula |

en la que los anillos A, B, C y D forman un sistema de anillo fusionado.

De acuerdo con la invencién, p= 1y g= 0 y Rs, R7 y Ry2 incluyen independientemente un sustituyente catidnico
unido al sistema de anillo fusionado y Ri7 es un sustituyente hidréfobo que incluye un grupo hidréfobo
seleccionado para dar al compuesto de ceragenina sus caracteristicas hidréfobas/hidréfilas, que permiten que el
compuesto de ceragenina se enlace de manera no covalente a un polimero y se eluya con el tiempo y/o se
exponga selectivamente a los microbios. El sustituyente Ri7 es hidréfobo, pero aun incluye oxigeno como un
heteroatomo y un hidrocarburo de cadena lineal con al menos 9 atomos de carbono distales al oxigeno, unidos al
mismo para formar un grupo hidrofobo.

En la Figura 1B se ilustran varios ejemplos de compuestos de Formula | que se pueden usar en las realizaciones
descritas en el presente documento. Los ejemplos adecuados de cerageninas hidréfobas Utiles para producir una
composicion que se eluira selectivamente de un polimero incluyen CSA-131, CSA-134, CSA-137, CSA-138.
CSA-144, y CSA-145. Los compuestos anteriores tienen un valor CLogP mayor que 6,5, 7,5, 8,5 y en algunos
casos mayor que 10. La Figura 1A (no de acuerdo con la invencion) ilustra compuestos que tienen un valor
CLogP menor que 6,5. Cuando se contrastan con los compuestos de la Figura 1B, los compuestos de la Figura
1A ilustran los tipos de cambios que imparten la hidrofobicidad deseada de un valor de CLogP mayor que 6,5,
7,5, 8,5 0 10. Por ejemplo, donde el heteroatomo es parte de un grupo éster, una longitud de cadena de
hidrocarburo de 9 o mayor es suficiente para impartir la hidrofobicidad deseada. Donde un grupo amina es el
heteroatomo, 11 atomos de carbono son mas que suficiente. Se pueden agregar otras fracciones, como el
trimetil silano, para permitir el uso de grupos amina con longitudes de cadena mas cortas o para proporcionar
hidrofobicidad adicional.

Con referencia nuevamente a la Férmula |, mas especificamente, cada uno de los anillos fusionados A, B, Cy D
esta saturado, en el que los anillos A, B, C y D forman un sistema de anillos; cada uno de m, n, py q es
independientemente 0 o 1; Ry, Ry, Rs-Rs, Rs-Ris es cualquier sustituyente y puede seleccionarse
independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, hidroxilo, un alquilo (C1-C1o) sustituido o no sustituido,
hidroxialquilo (C1-C1o), alquiloxi (C4-C+o) alquilo (C+-Cro), alquilcarboxi (C+4-C1o) alquilo, (C4-C1o) alquilamino (C4-
C10) alquilo, (C+-Cqg) alquilamino (C4-C1o) alquilamino, (C4-C1g) alquilamino (C4-C1o) alquilamino (C1-Cqo)
alquilamino, un aminoalquilo (C+-C+o) sustituido o no sustituido, un arilo sustituido o no sustituido, un arilamino
(C4-C19) alquilo sustituido o no sustituido, haloalquilo (C1-C10), alquenilo C2-Cs, alquinilo C>-Cs, 0xo, un grupo de
enlace unido a un segundo esteroide, un aminoalquiloxi (C4-C+) sustituido o no sustituido, un (C4-Cio)
aminoalquiloxi (C4-C1g) alquilo sustituido o no sustituido, un aminoalquilcarboxi (C1-C+g) sustituido o no sustituido,
un aminoalquilaminocarbonilo (C4-C1o) sustituido o no sustituido, un aminoalquilcarboxamido (C1-C+o) sustituido o
no sustituido, HoN-HC(Qs)-C(0)-0-, HoN-HC(Qs)-C(0) -N(H)-, azidoalquiloxi (C1-C+o), cianoalquiloxi (C1-C1o), P.G.-
HN-HC(Qs)-C(0)-0-, guanidinoalquiloxi (C1-C+o), cuaternarioamonioalquilcarboxi (C1-C1o) y guanidinoalquilcarboxi
(C1-C10), donde Qs es una cadena lateral de cualquier aminoacido (incluida una cadena lateral de glicina, es
decir, H), P.G. es un grupo protector amino, y cada uno de Rs, Rs, Ro, Rio, Ri3 y Ris se elimina
independientemente cuando uno de los anillos fusionados A, B, C o D esta insaturado para completar la valencia
del atomo de carbono en ese sitio o seleccionado del grupo que consiste en hidrégeno, hidroxilo, un alquilo (Cs-
C10) sustituido o no sustituido, hidroxialquilo (C1-C1o), (C1-C1o) alquiloxi (C1-C1o) alquilo, un aminoalquilo (C4-C1o)
sustituido o no sustituido, un arilo sustituido o no sustituido, haloalquilo (C1-Co), alquenilo C2-Cs, alquinilo C2-Cs,
oxo, un grupo de enlace unido a un segundo esteroide, aminoalquiloxi (C-C1o) sustituido o no sustituido, un
aminoalquilcarboxi (C4-C1o) sustituido o no sustituido, un aminoalquilaminocarbonilo (C1-C+o) sustituido o no
sustituido, H2N-HC(Qs)-C(0) -0-, HoaN-HC(Qs)-C(0)-N(H)-, azidoalquiloxi (C4-C+o), cianoalquiloxi (C1-C1o), P.G.-
HN-HC(Qs)-C(0) -0-, guanidinoalquiloxi (C1-C+o) y guanidinoalquilcarboxi (C1-C+), donde Qs es una cadena
lateral de cualquier aminoacido, PG. es un grupo protector de amino, siempre que al menos dos o tres de R4,
Rs, R7, R11, R12, Ris, R16, R17, ¥y R1g se seleccionen independientemente del grupo que consiste en un grupo
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aminoalquilo (C+-C+o) sustituido o no sustituido, un aminoalquiloxi (C4-C1¢) sustituido o no sustituido, (C1-C1o)
alquilcarboxi (C1-C1g)-alquilo (C1-C+o), alquilamino (C+-C+o)- alquilamino(C+-C1¢), alquilamino (C1-C10)- alquilamino
(C4-C10) alquilamino (C4-C1g), un aminoalquilcarboxi (C1-C4g) sustituido o no sustituido, un arilamino (C1-C1o)
alquilo sustituido o no sustituido, un aminoalquiloxi (C4-C10) aminoalquilaminocarbonilo (C4-C1o) sustituido o no
sustituido, un aminoalquilaminocarbonilo (C4-C1o) sustituido o no sustituido, un aminoalquilcarboxiamido (C1-C1o)
sustituido o no sustituido, un cuaternarioamonioalquilcarboxi (C1-C1o), H2N-HC(Qs)- C(0)-0-, H2N-HC(Qs5)-C(0)-
N(H)-, azidoalquiloxi (C1-C1o), cianoalquiloxi (C1-C10), P.G.-HN-HC(Qs)-C(0)-O-, guanidinoalquiloxi (C1-C10) y un
guanidinoalquilcarboxi (C1-C10); o una sal farmacéuticamente aceptable de estos. Ejemplos adicionales de
compuestos CSA especificos se divulgan en la Solicitud de Estados Unidos No. 13/288,902 presentada
conjuntamente por el solicitante presentada el 3 de noviembre de 2012.

Un "anillo" como se usa en el presente documento es carbociclico. El término "saturado" utilizado en el presente
documento se refiere al anillo fusionado de Férmula | que tiene cada atomo en el anillo fusionado ya sea
hidrogenado o sustituido de tal manera que se llena la valencia de cada atomo.

El término "no sustituido" utilizado en el presente documento se refiere a una fraccién que tiene cada atomo
hidrogenado de manera que se llena la valencia de cada atomo.

El término "halo" utilizado en el presente documento se refiere a un atomo de haldégeno tal como fluor, cloro,
bromo o yodo.

Los ejemplos de cadenas laterales de aminoacidos incluyen, pero no se limitan a H (glicina), metil (alanina), -
CHa-(C=0)-NH; (asparagina), -CH2-SH (cisteina) y -CH(OH)-CH3 (treonina).

Un grupo alquilo es un hidrocarburo ramificado o no ramificado que puede estar sustituido o no sustituido. Los
ejemplos de grupos alquilo ramificados incluyen isopropilo, sec-butilo, isobutilo, terc-butilo, sec-pentilo, isopentilo,
tert-pentilo, isohexilo. Los grupos alquilo sustituidos pueden tener uno, dos, tres o mas sustituyentes, que pueden
ser iguales o diferentes, cada uno reemplazando un atomo de hidrégeno. Los sustituyentes son halégeno (por
ejemplo, F, CI, Br e I), hidroxilo, hidroxilo protegido, amino, amino protegido, carboxi, carboxi protegido, cian,
metilsulfonilamino, alcoxi, aciloxi, nitro y haloalquilo inferior.

El término "sustituido" utilizado en el presente documento se refiere a fracciones que tienen uno, dos, tres o mas
sustituyentes, que pueden ser iguales o diferentes, cada uno de los cuales reemplaza un atomo de hidrégeno.
Los ejemplos de sustituyentes incluyen, pero no se limitan a halégeno (por ejemplo, F, CI, Br e |), hidroxilo,
hidroxilo protegido, amino, amino protegido, carboxi, carboxi protegido, cian, metilsulfonilamino, alcoxi, alquilo,
arilo, aralquilo aciloxi, nitro y haloalquilo inferior.

Un grupo arilo es un anillo aromatico Ce.20, €n el que el anillo esta formado por atomos de carbono (por ejemplo,
grupos Cs-Ci4, arilo Ce.10). Los ejemplos de haloalquilo incluyen fluorometilo, diclorometilo, trifluorometilo, 1,1-
difluoroetilo y 2,2-dibromoetilo.

Un grupo aralquilo es un grupo que contiene 6-20 atomos de carbono que tiene al menos un anillo arilo y al
menos una cadena de alquilo o alquileno conectada a ese anillo. Un ejemplo de un grupo aralquilo es un grupo
bencilo.

Un grupo de enlace es cualquier fraccién divalente usada para unir un compuesto a otro. Por ejemplo, un grupo
de enlace puede unir un segundo compuesto a un compuesto de Férmula I. Un ejemplo de un grupo de enlace
es (C4-C1p) alquiloxi (C4-C1o) alquilo.

Los grupos protectores de amino son conocidos por las personas experimentadas en la técnica. En general, la
especie de grupo protector no es critica, siempre que sea estable a las condiciones de cualquier reaccion o
reacciones posteriores en otras posiciones del compuesto y se pueda eliminar en el punto apropiado sin afectar
adversamente al resto de la molécula. Ademas, un grupo protector puede sustituirse por otro después de que se
completen las transformaciones sintéticas sustantivas. Claramente, donde un compuesto difiere de un
compuesto divulgado en el presente documento solo en que uno o mas grupos protectores del compuesto
divulgado han sido sustituidos con un grupo protector diferente, ese compuesto esta dentro de la divulgacion.
Otros ejemplos y condiciones se encuentran en T.W. Greene, Protective Groups in Organic Chemistry, (1st ed.,
1981, 2nd ed., 1991).

Una persona experimentada reconocera que diversos compuestos de ceragenina descritos en el presente
documento conservan ciertas caracteristicas estereoquimicas y electronicas que se encuentran en los
esteroides. El término "cara Unica", como se usa en el presente documento, se refiere a los sustituyentes en el
esqueleto de esterol fusionado que tienen la misma orientacion estereoquimica de manera que se proyectan
desde un lado de la molécula. Por ejemplo, los sustituyentes enlazados a Rs, R7 y Ri2 de Férmula | pueden estar
todos sustituidos en 13 o sustituidos en a. La configuracion de las fracciones Rs, R7 y R12 puede ser importante
para la interaccion con la membrana celular.
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Los compuestos de la invencion tienen sustituyentes cationicos (por ejemplo, grupos amina o guanidina) unidos
covalentemente a un esqueleto o armazon de esterol en cualquier posicion de carbono, por ejemplo, acido
célico. En diversas realizaciones, un grupo esta unido covalentemente a cualquiera, o mas, de las posiciones R,
R7 y R12 del esqueleto de esterol. En realizaciones adicionales, un grupo esta ausente de cualquiera, o mas, de
las posiciones Rs3, R7 y Ri2 del esqueleto de esterol.

También se pueden usar otros sistemas de anillos, por ejemplo, anillos fusionados de 5 miembros. También se
contemplan compuestos con esqueletos que tienen una combinacion de anillos de 5 y 6 miembros. Los grupos
funcionales catidnicos (por ejemplo, grupos amina o guanidina) se pueden separar del esqueleto por al menos
uno, dos, tres, cuatro o mas atomos.

Las cerageninas con sustituyentes hidréfobos pueden prepararse utilizando las técnicas descritas en la Patente
de Estados Unidos del Solicitante 6,767,904, siendo la modificacién utilizar alquilos de cadena mas larga para
formar un sustituyente mas hidréfobo. Por ejemplo, en lugar de usar una octil amina para formar el grupo
funcional en Ry7, se puede usar una amina de cadena mas larga correspondiente.

Il. Incorporacion no covalente de cerageninas en un polimero

Los compuestos de ceragenina hidréfobos incorporados en un polimero pueden asociarse no covalentemente
con el polimero. Tras el contacto con la humedad, la ceragenina puede lixiviar o eluir del polimero. Las
cerageninas son generalmente solubles en agua y las cerageninas pueden asociarse con polimeros para
controlar las tasas de liberacion. La seleccion de estructuras apropiadas de polimero y ceragenina permite un
periodo prolongado de liberacién de la ceragenina.

Por ejemplo, la cadena que se extiende desde un heteroatomo (por ejemplo, N) en R4z (Férmula |) se puede
adaptar para permitir tasas de elucion variadas de un polimero de hidrogel. Las cadenas de ejemplo incluyen,
lipidos, cadenas hidrofobas (por ejemplo, alifaticas), hidrofilas (por ejemplo, 6xido de polietileno) o cualquier
cadena que interactie con el polimero es una forma que permite la modificaciéon de la tasa de elucion. Las
longitudes de cadena mas largas retendran la ceragenina dentro de la matriz del polimero (en particular los
dominios hidréfobos). En una realizacion, el compuesto de ceragenina puede tener una cadena de carbono de al
menos 9 carbonos unidos al anillo D del grupo esterol (Férmula 1). Por ejemplo, la cadena de carbono de al
menos 9 carbonos puede unirse al grupo Ri7 de Férmula I, o al carbono Cy4 u otro carbono similar de un
esqueleto de esterol.

Las cerageninas particulares incorporadas en el polimero pueden ser solubles o parcialmente solubles en
soluciones acuosas. Ademas, las cerageninas cuando se mezclan con el agua y el tensioactivo apropiado se
pueden manejar en forma de geles o emulsiones. Los copolimeros de bloques con base en 6xido de etileno y/u
6xido de propileno, en particular, tensioactivos de tipo Pluronic, son especialmente Utiles para este propdsito.
Pluronic es un producto de BASF, una empresa con oficinas en Port Arthur, Texas, Estados Unidos.

Los compuestos de ceragenina pueden incorporarse en un polimero en cualquier etapa adecuada durante la
fabricacion de un material o producto de hidrogel. Por ejemplo, en una realizacién, un polimero puede ponerse
en contacto con una solucidon de cerageninas por inmersion, aspersion, impresion o recubrimiento, etc. Los
disolventes adecuados incluyen alcoholes de cadena corta como etanol, metanol, alcohol isopropilico y similares.
Si se desea, el disolvente utilizado para incorporar la ceragenina se puede eliminar, por ejemplo, por
evaporacion. Si es necesario, el polimero puede secarse utilizando aire caliente forzado, secado en horno, aire a
temperatura ambiente, secado por microondas, o el uso de tambores calientes de secado, camaras de vacio,
etc. En algunos sistemas de fabricacion, el flujo de aire normal y la temperatura secan el sustrato lo suficiente sin
proceso de secado discreto.

Se sabe que los compuestos de ceragenina son solubles en agua. Alternativamente, los compuestos de
ceragenina también son solubles en materiales como el etanol (y otros alcoholes), propilenglicol, glicerina y
polioles, o mezclas de estos con o sin agua pueden usarse para incorporar compuestos de ceragenina en un
material polimérico. Ademas, las cerageninas se pueden incorporar como geles, emulsiones, suspensiones y en
forma seca.

En otra realizacion, la ceragenina se incorpora a un polimero durante la polimerizacion de los monémeros. En
estos procesos, la ceragenina se puede incluir en la mezcla de mondmeros durante la polimerizacion. La
ceragenina en el polimero final puede incorporarse de manera no covalente en el polimero y en consecuencia,
se eluye cuando se pone en contacto con un disolvente tal como agua.

lll. Elucion

Cuando el compuesto de ceragenina se incorpora a un material polimérico, la hidrofobicidad/hidrofilicidad del
polimero y el compuesto de ceragenina se seleccionan para hacer que el compuesto de ceragenina se enlace de
manera no covalente al polimero de hidrogel. El enlace no covalente evita que el compuesto de ceragenina se
libere todo de una vez en presencia de un disolvente. Mas bien, el enlace permite que el compuesto de
ceragenina se libere a lo largo del tiempo en presencia de un disolvente.
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El enlace no covalente depende de la composicion tanto del polimero como de la ceragenina y por lo tanto,
deben seleccionarse juntas para producir la elucion deseada. La seleccion se lleva a cabo tipicamente
seleccionando un polimero particular que tiene propiedades quimicas y mecanicas deseadas para una solicitud
particular. Por ejemplo, si el polimero esta recubierto en un dispositivo médico para ser implantado en el tejido
vascular, el polimero se selecciona para la compatibilidad con el tejido vascular y la sangre. Si el polimero se usa
para formar una lente de contacto, el polimero se selecciona por su compatibilidad con el ojo y la necesidad de
formar el polimero en una forma que corrija la vision. La hidrofobicidad/hidrofilicidad del material polimérico esta,
por lo tanto, restringida por la solicitud particular.

El compuesto de ceragenina tiene una hidrofobicidad seleccionada para proporcionar un enlace no covalente al
polimero particular. La ceragenina se puede seleccionar para tener grupos R que enlazan de manera no
covalente a los grupos funcionales del polimero. Por ejemplo, un polimero a base de poliacrilato puede tener un
cierto porcentaje de grupos hidrofobos y grupos hidréfilos en la matriz polimérica y el compuesto de ceragenina
puede seleccionarse para tener un sustituyente Rq7 hidrofobo (donde g= 0 en la Férmula |) que se enlaza de
manera no covalente a los grupos hidrofobos del polimero para causar una elucidon relativamente constante
durante un periodo de dias o semanas.

En algunos casos, el disolvente también puede influir en la elucion. En una realizacion, el disolvente es agua. En
algunas realizaciones, el disolvente puede ser solucion salina.

En una realizacion, el polimero de hidrogel y el compuesto de ceragenina se seleccionan para producir un enlace
no covalente que proporciona una tasa de liberacién de 0,1-100 pg/ml, 0,5 a 50 yg/ml o 1-10 yg/ml a los tres
dias, una semana o un mes en agua o solucion salina. En una realizacion, la tasa de elucion anterior permanece
dentro de los intervalos anteriores durante al menos 3 dias, una semana o un mes. Estas tasas de elucion se
logran en parte por el enlace no covalente que evita la rapida liberaciéon del compuesto, lo que hace que haya
mas compuesto disponible en una fecha posterior.

Como se mencion6 anteriormente, se ha encontrado sorprendentemente que las cerageninas enlazadas no
covalentemente en hidrogeles se eluyen selectivamente en presencia de microbios. Este es un resultado
sorprendente e inesperado que hace que el uso de compuestos de polimero-ceragenina sea particularmente
ventajoso en comparacion con otros materiales, tales como cerageninas enlazadas covalentemente a la
superficie de un polimero.

Aquellas personas experimentadas en la técnica reconoceran que la seleccion del polimero particular y el
compuesto de ceragenina dependeran de la aplicacion particular y la seleccion apropiada puede ser realizada
por una persona experimentada en la técnica usando las ensefianzas y los ejemplos proporcionados en el
presente documento.

IV. Polimeros de hidrogel

Un tipo de polimero que es particularmente util para incorporar compuestos de ceragenina hidréfobos son los
polimeros de hidrogel.

Los ejemplos de polimeros de hidrogel adecuados incluyen alcohol polivinilico, poliacrilato de sodio, polimeros
de acrilato, 6xido de polietileno, poli(2-acrilamido-2-metil-1- acido propanosulfénico) (poliAMP S),
polivinilpirrolidona, poliacrilamida, silicona, agarosa, metilcelulosa, hialuronano, nitrilopoliacrilico hidrolizado,
combinaciones de estos. Los hidrogeles pueden ser copolimeros. Los copolimeros pueden incluir unidades
hidréfobas e hidrdfilas.

El hidrogel es adecuado para la fabricacion de una lente de contacto. Las lentes de contacto hidrofilas pueden
formarse a partir de polimeros entrecruzados con base en derivados hidréfilos de acido acrilico o metacrilico,
monomeros vinilicos hidrofilos tales como vinilpirrolidona y similares. Los hidrogeles incluyen preferiblemente
regiones hidréfobas hechas de bloques o mondémeros que son hidréfobos.

Un ejemplo de un hidrogel para lentes de contacto adecuado se divulga en la patente de Estados Unidos
8,011,784.

Los polimeros de hidrogel se pueden formar en una lente de contacto que tiene una forma y estructura
adecuadas para corregir la vision. Las personas experimentadas en la técnica estan familiarizadas con las
formas y estructuras de los polimeros de hidrogel que pueden proporcionar correccion para la vision. Otros
dispositivos que pueden formarse a partir de los hidrogeles incluyen dispositivos de curacion de heridas tales
como armazones tisulares y apositos para heridas.

V. Dispositivos médicos y recubrimientos

Los polimeros descritos en el presente documento pueden usarse en diversas aplicaciones, que incluyen
dispositivos médicos, recubrimientos, vendajes, implantes, armazones tisulares y similares. La Figura 2 es una
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representacion esquematica de un dispositivo 100 médico que incluye un sustrato 110 y un recubrimiento 120
polimérico.

El sustrato 110 puede estar hecho de cualquier material adecuado para soportar y/o adherirse a un material de
hidrogel. El sustrato puede ser polimérico, metalico, una aleacioén, inorganico y/u organico. En una realizacion, el
sustrato es un material biocompatible o bioabsorbible. Los materiales metalicos biocompatibles adecuados
incluyen, pero no se limitan a, acero inoxidable, tantalo, aleaciones de titanio (incluido el nitinol) y aleaciones de
cobalto (incluidas aleaciones de cobalto-cromo-niquel). Los materiales biocompatibles no metalicos adecuados
incluyen, pero no se limitan a, poliamidas, poliolefinas (es decir, polipropileno, polietileno, etc.), poliésteres no
absorbibles (es decir, tereftalato de polietileno) y poliésteres alifaticos bioabsorbibles (es decir, homopolimeros y
copolimeros de acido lactico, acido glicolico, lactido, glicélida, paradioxanona, carbonato de trimetileno, -
caprolactona y similares, y combinaciones de estos).

El grosor del sustrato dependera del dispositivo y del material, pero puede ser 0,1, 1,0, 10 mm o mas y/o 100, 10,
o0 1 mm o menos y/o dentro de un intervalo de estos.

El grosor del recubrimiento 120 polimérico es generalmente menor que el grosor del sustrato 110. El
recubrimiento 120 polimérico puede tener un grosor de 0,01, 0,1, 1,0 0 10 mm o mas y 100, 10, 1,0 0 0,1 mm o
menos o dentro de un intervalo de estos.

El recubrimiento 120 polimérico puede ser continuo o no continuo. El recubrimiento se puede aplicar al sustrato
utilizando técnicas tales como recubrimiento por inmersion, recubrimiento por rotacién o similares.

Los ejemplos de dispositivos médicos que pueden formarse a partir de un polimero que contiene compuestos de
ceragenina hidréfobos o pueden tener tal polimero recubierto sobre ellos incluye, pero no se limita a, implantes
Oseos, clavos Oseos, tornillos 6seos, injertos de tejidos, dispositivos de vias respiratorias como tubos
endotraqueales, dispositivos implantables como canula intraluminal coronaria, canula intraluminal periférica,
catéteres, injertos arteriovenosos, injertos de desviacion, marcapasos y conductores desfibriladores, clips de
anastomosis, dispositivos de cierre arterial, dispositivos de cierre de foramen oval permeable y globos de
administraciéon de farmacos. El polimero puede recubrirse sobre o formar cualquier porcién de las estructuras de
dichos dispositivos y esta preferiblemente en una superficie exterior y mas preferiblemente en un servicio externo
que contacta con el tejido o una interfase de aire y tejido (cuando se implanta el dispositivo).

VI. Estabilizaciéon de cerageninas por pH

Un compuesto de ceragenina puede tener enlaces hidrolizables que unen los sustituyentes catiénicos al grupo
esterol (por ejemplo, enlaces éster). La hidrolisis de estos enlaces inactiva la ceragenina. Para hacer que la
ceragenina sea estable, se puede agregar un acido para lograr un pH inferior a 6, 5,5, 5 0 4,5 y, opcionalmente,
mayor que 2, 2,5 o 3 o un intervalo de estos. La estabilidad antes del uso es importante para dar una vida util
deseada vy la inestabilidad durante y después del uso puede ser deseable para prevenir la acumulacion a largo
plazo de cerageninas en sistemas bioldgicos.

Puede ser ventajoso ajustar el grado de neutralizacion del polimero para mejorar la estabilidad de la ceragenina.
El grado de neutralizaciéon del polimero se puede ajustar durante su proceso de fabricacion, o posteriormente.
Alternativamente, la ceragenina se puede suspender o disolver en una solucién acida; y cuando la suspension o
solucion de ceragenina se agrega al polimero de hidrogel, el grado de neutralizacion del hidrogel se ajustaria de
ese modo.

VIl. Ejemplos

Para comprender mejor el mecanismo por el cual los compuestos de ceragenina hidréfobos pueden prevenir la
colonizacién bacteriana, se evalu6 el enlace entre CSA-138 y un hidrogel utilizado en lentes de contacto. En un
primer ejemplo, se determind la tasa a la que CSA-138 se eluye de un hidrogel adecuado para usar en lentes de
contacto. Para cuantificar la cantidad de ceragenina que se eluye del hidrogel, se utilizd6 LC/MS utilizando un
estandar interno marcado en masa. Sin embargo, este procedimiento solo proporcioné limites de deteccion de
aproximadamente 2 ug/ml, y se logré matar efectivamente las bacterias a tasas de elucion constantes por debajo
del limite de deteccién. Por ejemplo, la eluciéon cay6 por debajo de los limites de deteccion dentro de los cinco
dias posteriores a la elucién de lentes en las que se habia incorporado CSA-138 al 1%, sin embargo, las
cerageninas parecian todavia proporcionar tasas de muerte adecuadas.

Para disminuir el limite de deteccion para CSA-138, se prepard una version radiomarcada de CSA-138 (CSA-
138T2), se incorpor6 a las lentes de contacto y se cuantificd su elucién de las lentes utilizando el recuento por
centelleo.

Ejemplo 1

Las lentes que contenian CSA-138 al 1% se almacenaron en 0,5 ml de solucién salina tamponada con fosfato
(PBS) antes de la prueba. Un conjunto de lentes se esterilizd en autoclave durante 45 minutos antes de realizar
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los estudios de elucion. Para los estudios de elucion, las lentes se suspendieron en alicuotas de 2 ml de PBS,
medio de crecimiento de TSB al 10%, medio de crecimiento de TSB al 10% que contenia 108 CFU de
Staphylococcus aureus, o medio de crecimiento de TSB al 10% que contenia 108 CFU de Pseudomonas
aeruginosa. Alicuotas correspondientes se intercambiaron cada 24 horas, incluyendo in6culos bacterianos. Las
muestras se extrajeron cada 24 horas y se analizaron para detectar la presencia de CSA-138 utilizando el
recuento por centelleo. Se generé una curva estandar para correlacionar los recuentos por minuto con la
concentracion de CSA-138. Todos los experimentos fueron realizados por triplicado.

Aunque se observaron algunas variaciones de dia a dia, se observé una tendencia reconocible en el perfil de
elucion de lentes suspendidas en PBS (Figura 3). Como se esperaba, la elucion en el primer dia fue
relativamente alta (aproximadamente 2,2 ug/ml). En el transcurso de los siguientes 19 dias, la elucién diaria
cambio de aproximadamente 1,6 a 1,4 ug/ml por dia.

Se observé un perfil de elucion comparable con lentes que se esterilizaron en autoclave antes del inicio del
estudio, excepto que la cantidad inicial de material que se eluy6 disminuy6 algo (Figura 4). Esta disminucion de
la elucién se debe probablemente a una mayor elucion en la solucidon de almacenamiento durante el proceso de
esterilizacion en autoclave. En el transcurso del estudio (desde el dia 2 al 20), la cantidad de CSA-138 que se
eluy6é cambioé de aproximadamente 1,4 a 1,2 ug/ml por dia.

Se anticipé que un aumento en la osmolalidad de una solucién acuosa disminuiria la solubilidad de CSA-13 y
ralentizaria la elucion. Se determind el perfil de elucion en TSB al 10% en PBS y segun se esperaba, la elucion
disminuyo (Figura 5) para coincidir con la observada con lentes que se habian esterilizado en autoclave.

Debido a que las tasas de muerte parecian estar ocurriendo en concentraciones tan bajas, se planted la
hipotesis de que la presencia de bacterias estaba influyendo en la elucion de CSA-138 de las lentes. Para probar
esta hipotesis, las lentes se incubaron con S. aureus o P. aeruginosa y se monitorizd la elucion. Estos
experimentos se realizaron durante nueve y ocho dias, respectivamente. La elucion de CSA-138 fluctud
sustancialmente y a un grado mucho mayor que fuera de la presencia de bacterias (Figuras 6 y 7). Debido a
estas variaciones, los experimentos se acortaron en relacion con los experimentos de elucién sin bacterias.
Aunque hubo una variacién sustancial en la elucidon en presencia de bacterias, fue posible determinar la
importancia de las diferencias en la elucién en comparacién con muestras con y sin bacterias. Después del
primer dia, las diferencias dieron un valor de p de 0,05 y durante muchos de los dias, el valor de p fue inferior a
0,01. Estos resultados argumentan que las bacterias afectan la elucion de CSA-138 de las lentes.

Los valores de MIC de CSA-138 para S. aureus y para P. aeruginosa son 0,5 y 1,0 ug/ml, respectivamente. La
elucion de CSA-138 de las lentes proporciona concentraciones que solo son capaces de eliminar los indculos
introducidos. La esterilizacion en autoclave de las lentes, aumentar la osmolalidad en la solucién circundante y la
presencia de bacterias afecta modestamente el perfil de elucién.

Si se toma el perfil de elucidon dado en la Figura 5 y se extiende la tendencia hasta que la eluciéon de CSA-138
caiga por debajo de 1 pg/ml, esto requeriria aproximadamente 40 dias (la elucion disminuye de 1,4 a 1,2 ug/mi
por dia entre los dias dos y 20; se espera que una disminucién de 1,2 a 1,0 yg/ml por dia requiera otros 19 dias).
Por lo tanto, se esperaria que la elucion de CSA-138 fuera suficiente para eliminar los inéculos razonables de
bacterias durante hasta 40 dias. Como se sefalé en un informe anterior, la elucién de CSA-138 de las lentes
evita la colonizacion por S. aureus durante 30 dias consecutivos y por P. aeruginosa durante 19 dias. Estos
estudios se realizan con indculos relativamente altos (108 CFU) y se anticipa que la CSA-138 que eluye después
de 30 dias seria suficiente para eliminar los indculos mas pequefios.

La optimizacién de la estructura de CSA-138 ha dado como resultado un potente agente antimicrobiano que se
asocia con el material de lentes de contacto y se eluye en la concentracién necesaria para eliminar indculos
sustanciales de bacterias Gram positivas y negativas. Teniendo en cuenta la cantidad de bacterias a las que
estan expuestas normalmente las lentes, es probable que se puedan usar concentraciones mas bajas de CSA-
138 mientras se contintda previniendo el crecimiento de bacterias en las lentes.

Para los fines de esta invencion, las "condiciones fisiologicas" son condiciones acuosas en las que el pH,
temperatura y concentraciones de sal son generalmente adecuadas para mantener la vida (por ejemplo, para
muchos, pero no todos los dispositivos, las condiciones fisiolégicas son a menudo un pH cercano a 7,
temperaturas cercanas a 37 °C y la concentracion de sal cerca de 150 mM).
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto hidréfobo esteroideo cationico antimicrobiano (CSA) que tiene una estructura de Férmula I:

en la que
g=0yp=1;
R3, Rz y Rz incluyen independientemente un grupo catiénico;

R17 es un sustituyente hidréfobo que incluye un oxigeno y un hidrocarburo de cadena lineal con al
menos 9 atomos de carbono distales al oxigeno; y

R1, Rz, R4-Re, Rs-R16 son cualquier sustituyente;

en el que el compuesto CSA tiene un valor CLogP de al menos 6,5.
2. Un compuesto CSA hidréfobo segun la reivindicacion 1, en el que el valor de CLogP es al menos 7,5.
3. Un compuesto CSA hidréfobo segun la reivindicacion 1, en el que el valor de ClogP es al menos 8,5.

4. Un compuesto CSA hidrofobo segun la reivindicacion 1, seleccionado del grupo que consiste en:

O_(CHz)gCH3

(CSA- 144),

0-—(CH5)gCH3

HoN

(CSA-145).

5. Un compuesto hidréfobo seleccionado del grupo que consiste en:
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(CSA-131);

(CSA-134);

(CSA-137);

(CSA-138):

CSA-139

6. Un dispositivo que comprende una estructura de polimero y un compuesto de CSA como en una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 5 incorporado en la estructura de polimero con interacciones no covalentes.

7. Un dispositivo que comprende una estructura de polimero y un compuesto antimicrobiano esteroideo catiénico
10 (CSA) hidrofobo incorporado en la estructura del polimero con interacciones no covalentes, en el que el
compuesto de CSA hidréfobo tiene una estructura de Férmula .

12
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(1)
en la que

g=0yp=1;

R3, Rz y Rz incluyen independientemente un grupo cationico;

R17 es un sustituyente hidréfobo que incluye un heteroatomo y un hidrocarburo de cadena lineal con al
menos 9 atomos de carbono distales al heteroatomo o un trimetilsilano; y

R1, Rz, R4-Re, Rs-R16 son cualquier sustituyente,
con la condicién de que el compuesto CSA no sea CSa-135,
en el que el compuesto CSA tiene un valor CLogP de al menos 6,5.

8. El dispositivo de la reivindicacion 6 o 7, en el que la estructura polimérica incluye alcohol polivinilico,
poliacrilato de sodio, un polimero de acrilato, 6xido de polietileno, poliAMPS, polivinilpirrolidona, poliacrilamida,
silicona, agarosa, metilcelulosa, hialuronano o una combinacién de estos.

9. El dispositivo de la reivindicacion 6 o 7, en el que el dispositivo es un dispositivo médico que se selecciona del
grupo que consiste en implante 6seo, clavo éseo, tornillo 6seo, injerto de tejido, tubo endotraqueal, canula
intraluminal coronaria, canula intraluminal periférica, catéter, injerto arteriovenoso, injerto de desviacion,
marcapasos Yy conductores desfibriladores, clips de anastomosis, dispositivos de cierre arterial, dispositivos de
cierre de foramen oval permeable y globos de administracion de farmacos.

10. El dispositivo de la reivindicacién 6 o 7, en el que la estructura de polimero esta recubierta sobre un sustrato.

11. El dispositivo de la reivindicacion 6 o 7, en el que el polimero y el compuesto CSA se seleccionan para
producir un enlace no covalente de modo que el compuesto CSA se eluya de la estructura del polimero en agua
salina en exceso a una tasa de 0,1-100 pg/ml, 0,5-50 pg/ml, o 1-10 pg/ml a los 3 dias, una semana o un mes y/o
durante un periodo de 3 dias, una semana y/o un mes.
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C3A-13

CSA-90

CoA-44
ClogP: 6,351

FIGURA 1A
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CSA-136
ClogP: 6,286

CSA-142
CLogP: 5,293

CEA-146
ClogP: 5,822

FIGURA 1A (continuacion)
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C3A-137
CLogP: 6,815

C8A-131
ClogP: 7,344

C3A-138
ClogP: 7 873

FIGURA 1B
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CGEA-134
ClogP: 8,402

C3A-135
ClogP: 9,46

CoA-132
ClogP: 10,518

FIGURA 1B (continuacién)
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CBA-133
ClagP: 17,7238

CHSA-145
ClogP: 6,88

CSA-144
ClogP: 7,409

FIGURA 1B (continuacion)
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FIGURA 1B (continuacion)
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CSA-138 en pg/ml
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