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DESCRIPCION
Copolimero y método para el tratamiento de infecciones bacterianas
Campo

Método de tratamiento de infeccion bacteriana, particularmente infeccion bacteriana parenteral, mediante un
copolimero que comprende un segmento derivado de acroleina y un segmento oligémero de polialquilenglicol donde
el copolimero tiene un peso molecular de hasta 1.000 Daltons y a un proceso para la preparacion del copolimero
mediante polimerizacion de acroleina en una solucion acuosa del polialquilenglicol.

Antecedentes de la invencion

Las infecciones parenterales (distintas de infecciones del tracto gastrointestinal) ocurren cuando un organismo tiene
acceso a componentes intercelulares e intracelulares por debajo de las membranas protectoras exteriores o de la piel.
Punciones, inyecciones, mordeduras, cortes, heridas, cirugia, divisiones entre piel y membranas mucosas, son todos
los ejemplos de acciones que conducen a infeccidon parenteral. La infeccion parenteral no incluye infecciones dentro
del lumen del tracto gastrointestinal.

Las infecciones parenterales, particularmente infeccion bacteriana a través de una via parenteral, pueden generar
enfermedades graves y mortales con respuesta inflamatoria. Si no se controla, la infeccion parenteral puede producir
una sepsis con pérdida de presién sanguinea, lo que expone a la persona a una infeccion letal.

Los origenes mas comunes de una sepsis son infecciones de la sangre (bacteremia), meninges, pulmones, tracto
urinario, senos, piel, heridas, abscesos y procedimientos quirdrgicos. Los estudios de organismos causales comunes
asociados con la sepsis muestran que aproximadamente el 53% de los casos estan asociados con bacterias gram-
positivas y aproximadamente el 42% con bacterias gram-negativas.

Los ejemplos de bacterias gram-negativas que pueden desarrollar sepsis incluyen Proteus Spp, Serratia Spp,
Pseudomonas aeruginosa, Neisseria meningitidis,Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae. Los ejemplos de gram-
positivos incluyen Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus de coagulasa, Streptococcus pyogenes,
Streptococcus Pneumoniae, Enterococcus Spp.

Generalmente, la septicemia y/o la bacteremia interrelacionada se tratan ya sea de manera preventiva (profilactica)
y/o curativa con antibiéticos; una estadistica bien reconocida es la probabilidad de supervivencia disminuye 6% por
cada hora de retraso en el tratamiento. Sin embargo, la identificacion de las bacterias como la raiz del problema puede
tomar dias e incluso una vez identificada, los antibidticos utilizados no siempre funcionan. La resistencia a los
antibidticos esta llevando a un mayor aumento del riesgo de sepsis y este riesgo se exacerba con frecuencia en
hospitales, donde la resistencia a antibiéticos puede ser particularmente alta debido a la prevalencia del uso de
antibioticos.

Aproximadamente el 30% de las personas diagnosticadas con sepsis muere, lo que la convierte en una de las
principales causas de muerte en las unidades de terapia intensiva de la mayoria de los hospitales. En los Estados
Unidos mata aproximadamente entre 120.000 y 200.000 personas anualmente. A nivel mundial, 13 millones de
personas desarrollan sepsis cada afo, y 4 millones de personas mueren por esa causa.

La amenaza creciente de bacterias resistentes a antibidticos a la poblacion mundial es reconocida universalmente.

La amenaza es mas critica cuando la infeccion es causada por una bacteria resistente a antibioticos ("superbacteria").
Se necesita urgentemente dar con un antibiético que permita el tratamiento de un amplio rango de infecciones
parenterales bacterianas para proporcionar mayor certeza del tratamiento inmediato efectivo de infecciones
bacterianas parenterales que incluyen bacterias que se han vuelto resistentes a uno o mas de los antibiéticos
actualmente utilizados.

La acroleina es extremadamente dafiina para tejidos corporales debido a su alta reactividad. La poliacroleina pura
sola no se conoce que presente una actividad antimicrobiana significativa. Sin embargo, algunas patentes (Melrose et
al 1988; Melrose 1996; Melrose y Huxham 2000; Melrose et al 2001; Staton y Melrose 2002; Melrose et al 2003;
Tilbrook 2005; Melrose 2009) revelan la preparacion y los usos de poliacroleinas modificadas como agentes
antimicrobianos en el tracto gastrointestinal. La acroleina es un monémero extremadamente reactivo y, cuando se
polimeriza, forma rapidamente una red intricada de alto peso molecular. Normalmente, las polimerizaciones aniénicas
se llevan a cabo en un disolvente libre de agua y proporcionan polimerizaciones rapidas para formar polimeros de alto
peso molecular.

La técnica anterior atribuye la actividad antimicrobiana de las poliacroleinas modificadas a sus grupos carbonilo
quimicamente reactivos, que, en el tracto gastrointestinal, se afirma que reaccionan destructivamente con la proteina
de las membranas externas de los microbios. Una de las ventajas percibidas de los polimeros descritos en la técnica
anterior es que no pueden penetrar la pared del intestino de manera que su actividad se limita al tracto gastrointestinal.
Melrose 2009 describe un polimero de poliacroleina que se puede formar mediante polimerizacion catalitica de
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acroleina y/o su acetal con un alcanol. Los polimeros tienen la ventaja de una tendencia reducida a migrar a través de
membranas.

La patente de los Estados Unidos 6.060.671 (Werle Et al.) describe polimeros liberadores de acroleina que liberan
suficiente acroleina para proporcionar actividad como agentes desinfectantes en sistemas de agua. Estos polimeros
no son adecuados para su uso in vivo debido a la toxicidad de los niveles significativos de acroleina liberada en medios
acuosos.

Se ha descubierto ahora que los copolimeros de bajo peso molecular que comprenden el segmento derivado de
anacroleina y el segmento de oligomero de polialquilenglicol se pueden preparar de manera de limitar el peso
molecular del copolimero a no mas de 1.500 Daltons, preferiblemente no mas de 1.000 Daltons. Ademas, hemos
descubierto que los copolimeros de bajo peso molecular proporcionan una potente actividad antimicrobiana para el
tratamiento de infecciones parenterales, sin liberacion del monémero de acroleina. De hecho, se ha descubierto que
la actividad mejora cuando se compara con polimeros de acroleina de mayor peso molecular.

La discusion de los antecedentes de la invencién se incluye para explicar el contexto de la invencién. Esto no debe
tomarse como admision de que cualquiera de los materiales referidos, conocidos o parte del conocimiento general
habitual en la fecha de prioridad de cualquiera de las reivindicaciones.

Compendio de la invencion

La presente invencién se define en las reivindicaciones adjuntas. Las realizaciones que no estén dentro del ambito de
estas reivindicaciones se incluyen solamente a modo de referencia.

Por consiguiente, se proporciona un copolimero para su uso como método de tratamiento de una infeccion parenteral
en un sujeto; el copolimero comprende un segmento derivado de acroleina y un segmento oligémero de
polialquilenglicol (preferiblemente de peso molecular de 200 a 600 Daltons); el copolimero tiene un peso molecular no
mayor que 1.500 Daltons, preferiblemente no mayor que 1.000 Daltons.

En un conjunto de modalidades se proporciona un método de tratamiento de una infeccion parenteral en un sujeto que
comprende administrar al sujeto un copolimero que comprende un segmento oligdmero de poliacroleina y un segmento
oligdbmero de polialquilenglicol (preferiblemente de peso molecular de 200 a 600 Daltons), el copolimero tiene un peso
molecular de no mas de 1.500 Daltons, preferiblemente no mas de 1.000 Daltons.

También se proporciona un copolimero que comprende un segmento derivado de acroleina, como un segmento
oligébmero de poliacroleina y un segmento oligémero de polialquilenglicol (preferiblemente de peso molecular en el
intervalo de 200 a 600 Daltons), en la elaboracion de un medicamento para el tratamiento de una infeccion parenteral
en un sujeto, donde el copolimero es para administracion oral o parenteral al sujeto; el copolimero tiene un peso no
mayor que 1.500 Daltons, preferiblemente no mayor que 1.000 Daltons.

En un conjunto de realizaciones, el segmento derivado de acroleina es un oligdmero de poliacroleina.

En un aspecto adicional se proporciona un copolimero que comprende un segmento derivado de acroleina y un
segmento oligémero de polialquilenglicol (preferiblemente de peso molecular de 200 a 600 Daltons); el copolimero
tiene un peso molecular no mayor que 1.500 Daltons, preferiblemente no mayor que 1.000 Daltons; el copolimero se
usa generalmente en el tratamiento de una infeccion parenteral en un sujeto, ya sea un tratamiento profilactico o
curativo.

El segmento derivado de acroleina en un conjunto de realizaciones es un oligdbmero de poliacroleina.

En otro aspecto, se provee un procedimiento para la preparacién de un copolimero que comprende un segmento
derivado de acroleina (como un oligdmero de poliacroleina) y un oligémero de polialquilenglicol que comprende
copolimerizar acroleina y oligémero de polialquilenglicol en condiciones de catélisis alcalina de pH no mayor que 12,0
y con un pH entre 12,0 y 7,0 en una solucién acuosa que comprende al menos 20% p/p de agua, y el oligémero de
polialquilenglicol (preferiblemente de peso molecular de 200 a 600 Daltons) en una relacion en peso de
polialquilenglicol/acroleina de al menos 4, preferiblemente al menos 10.

Definiciones

El término "cuerpo" significa el cuerpo de seres humanos y/o animales; el término "sujeto" significa el cuerpo que es
el sujeto.

Terapia intravenosa (terapia IV o terapia iv) es la infusidn de sustancias liquidas directamente en una vena.

Como se utiliza en la presente, el término "parenteral" significa tomado en el cuerpo de una manera diferente a través
del canal digestivo intacto. Es decir, no dentro del estémago o intestino normal; no intestinal.

El término "infeccidon parenteral" se refiere a la infeccién contraida en el cuerpo fuera del tracto gastrointestinal. Esta
infeccion puede ocurrir a través del sistema vascular (sanguineo/linfatico), el tracto genital-urinario, los pulmones, la
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rotura de la piel o las membranas protectoras exteriores, como en caso de cirugia, lesiones con agujas, cortes,
abrasiones, o cualquier rotura en la piel o huecos entre la piel y las membranas mucosas. Por lo tanto, se entiende
que debera distinguirse claramente la infeccion parenteral que se puede tratar potencialmente con cualquier método
de administracién de farmacos, incluso la administracion oral (asumiendo que una dosis efectiva alcanza el sitio de
infeccion)-de la administracion parenteral de un farmaco que se limita a la administracion diferente de la via oral.

Como se utiliza en la presente, cuando se refiere a un patdgeno bacteriano, el término "resistente a antibiéticos" o
"superbacteria” se refiere a un patégeno bacteriano que puede resistir el efecto de un antibidtico utilizado en la técnica
para tratar al patdgeno bacteriano (es decir, una cepa no resistente del patdgeno bacteriano). Por ejemplo, el
Staphylococcus aureus puede ftratarse con meticilina; sin embargo, una cepa resistente a antibidticos de
Staphylococcus aureus, S. aureus: USA 300, es Staphylococcus Aureus Resistente a Meticilina (MRSA). Aunque la
cepa bacteriana es comun, S aureus: USA: 300 habitualmente infecta a aquellos que estan inmunocomprometidos o
en un ambiente susceptible. Las infecciones entran a menudo en el cuerpo a través de un pequefio corte o llaga. Otros
sintomas asociados con USA 300 son neumonia, fascitis necrosante, endocarditis e infeccion en huesos y
articulaciones.

El término "administracion pulmonar" se refiere a la administracion de una formulacion de la invencion en los pulmones
por inhalacion.

El término "sistémico" se refiere a una enfermedad o trastorno o sitio original de lesién distante del sitio original de
infeccion, o que implica todo el cuerpo del organismo. El término "local," por lo tanto, se utiliza en la presente con
respecto al sitio de infeccion original. De esta manera, una infeccion sistémica es una en la que el patégeno se
encuentra en los 6rganos o sangre (incluso bacteremia), y puede asociarse con una enfermedad grave mortal, como
sepsis. Una infeccion local es una en la cual el patégeno ha migrado solamente hasta el tejido local de infeccion, como
el pulmén o sitio de una herida.

Como se utiliza en la presente, el término "inhalacion" se refiere al ingreso de aire a los alvéolos del pulmoén. En los
ejemplos especificos, el ingreso puede ocurrir por autoadministracion de una formulacion de la invencion mientras que
se inhala, o por administracion a través de un respirador, por ejemplo, a un paciente en un respirador. El término

"inhalacion" usado con respecto a una formulacién de la invencién es sinénimo de "administracion pulmonar ".

Los términos “tratamiento” y “tratando” buscan abarcar también la profilaxis, terapia y curacién. En consecuencia, en
un aspecto, un tratamiento implica prevenir o retardar o ralentizar el comienzo de una enfermedad o trastorno (por
ejemplo, los sintomas asociados con la enfermedad o trastorno) asociado con bacterias resistentes a antibiéticos. En
otro aspecto, un tratamiento implica tratar (por ejemplo, minimizar o reducir o ralentizar el desarrollo o reversién) una
enfermedad o trastorno existente (por ejemplo, sintomas asociados con la enfermedad o trastorno) asociado con
bacterias resistentes a antibidticos. En una realizacién, un tratamiento proporciona una cura para una enfermedad o
trastorno.

La frase "vehiculo farmacéuticamente aceptable”, como se utiliza en la presente, significa un material, composicion o
vehiculo farmacéuticamente aceptable, como un relleno liquido o sélido, diluyente, excipiente, o material encapsulante
de disolvente, que lleva o transporta el copolimero y/o composicidon objeto de un érgano, o parte del cuerpo, a otro
o6rgano, o parte del cuerpo. Cada portador debe ser "aceptable" en el sentido de ser compatible con los otros
ingredientes de la formulacién y no ser indebidamente daiino para el paciente. Algunos ejemplos de materiales que
pueden servir como vehiculos farmacéuticamente aceptables son: azucares, como lactosa, glucosa y sacarosa;
almidones, como almidén de maiz y almidén de papa; celulosa y sus derivados, como celulosa carboximetil de sodio,
etilcelulosa y acetato de celulosa; tragacanto en polvo; malta; gelatina; talco; excipientes, como manteca de cacao y
ceras de supositorios; aceites, como aceite de mani, aceite de algodén, aceite de cartamo, aceite de sésamo, aceite
de oliva, aceite de maiz y aceite de soja; glicoles, como propilenglicol; polioles, como glicerina, sorbitol, manitol y
polietilenglicol; ésteres, como oleato de etilo y laurato de etilo; agar; agentes tamponantes, como hidroxido de
magnesio e hidroxido de aluminio; acido alginico; agua libre de pirégenos; solucién salina isotonica; solucion de Ringer;
alcohol etilico; soluciones de PH tamponado; poliésteres, policarbonatos y/o polianhidridos; y otras sustancias
compatibles no toxicas empleadas en formulaciones farmacéuticas.

El copolimero se puede usar en una cantidad terapéuticamente efectiva (o "farmacéuticamente efectiva o activa") para
proporcionar el tratamiento de la infeccion parenteral. La cantidad dependera del modo de administracion, es decir,
oral, intramuscular, intravenosa, inhalaciéon o transdérmica. La frase "cantidad terapéuticamente efectiva", como se
utiliza en la presente, significa la cantidad de un copolimero y/o una composicion, material o0 una composicion que
comprende la composicion de copolimero que es efectiva para producir algin efecto terapéutico deseado en al menos
una subpoblacion de células en un animal con una relacion beneficio/riesgo razonable aplicable a cualquier tratamiento
meédico. Una cantidad terapéuticamente efectiva es una cantidad suficiente para inhibir la supervivencia bacteriana en
al menos un subgrupo de células. Por consiguiente, una cantidad terapéuticamente efectiva previene o reduce el
avance de la enfermedad. El avance de la enfermedad se puede monitorear con relaciéon a un avance de enfermedad
esperada que se basa en estudios de poblacion, observaciones controladas en individuos, o una combinacion de
ambos.

El término segmento derivado de acroleina se refiere al segmento de copolimero que comprende uno o mas residuos
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de monoémero de acroleina.

Los términos oligdmero, oligébmero de polialquilenglicol y oligbmero de poliacroleina se refieren a polimeros que
consisten de al menos dos unidades de mondémeros, preferiblemente al menos tres unidades de monémeros. Los
oligdbmeros comprenderan generalmente de 2 a 20 unidades de mondmero; en una realizacion la cantidad de unidades
esde2a10.

Los términos "unidades de monédmero" y "residuos de monémero" se refieren a unidades presentes en el copolimero
derivado de los mondmeros de reaccién, como acroleina y polialquilenglicol.

El indice de polidispersidad es la relacién entre el peso molecular promedio en peso (Mw) del polimero y el peso
molecular promedio en numero (Mn) del polimero. El peso molecular promedio en peso y el peso molecular promedio
en numero de un polimero se pueden determinar mediante métodos analiticos, como cromatografia liquida de alto
rendimiento. Una vez determinados los pesos moleculares promedio en peso y promedio en nimero, Se calcula
facilmente el indice de polidispersidad dividiendo el peso molecular promedio en peso por el peso molecular promedio
en numero, Mw/Mn. Un polimero monodisperso hipotético tiene un indice de polidispersidad de 1.000. Sin embargo,
los polimeros comerciales tipicos, como las resinas comercialmente disponibles, tienen un indice de polidispersidad
de 10 o mas. Los polimeros con distribuciones de peso molecular amplio tienen indices de polidispersidad mas altos
y los polimeros con distribuciones de peso molecular estrecho tienen indices de polidispersidad mas bajos.

La sepsis es una infeccion metastatica y un proceso inflamatorio que surge cuando los microbios infecciosos en el
sistema circulatorio, incluso dentro de la sangre o los ganglios linfaticos, devasta al sistema inmune y los
microorganismos ya no pueden eliminarse de la sangre circulante mas rapido de lo que se proliferan. Los origenes
mas comunes de infecciones que se evolucionan a sepsis son bacteremia, infecciones del tracto urinario-genital,
neumonia, celulitis, heridas y abscesos, sinusitis, meningitis y procedimientos quirdrgicos (incluso el tracto
gastrointestinal), o un area infectada.

A lo largo de esta memoria descriptiva, el uso de los términos "comprende" o "que comprende" o sus variaciones
gramaticales especifican la presencia de caracteristicas establecidas, enteros, pasos o componentes, pero no
excluyen la presencia o adicion de una o mas de otras caracteristicas, enteros, pasos, componentes o grupos de ellos
no mencionados especificamente.

Descripcion detallada

El método de tratamiento comprende administrar un copolimero que comprende un segmento derivado de acroleina
y un segmento oligémero de polialquilenglicol (preferiblemente de peso molecular de 200 a 600 Daltons); el copolimero
tiene un peso molecular no mayor que 1.500 Daltons, preferiblemente no mayor que 1.000 Daltons.

El segmento derivado de acroleina puede comprender uno o mas residuos de mondémeros de acroleina. En una
realizacion, el segmento derivado de acroleina comprende un oligémero de poliacroleina.

El polialquilenglicol puede ser un poli (C1 a C4 alquilen glicol) o una mezcla o copolimero de ellos, pero en general el
polialquilenglicol es mas preferiblemente un polietilenglicol, preferiblemente de peso molecular de entre 200 y 600
Daltons.

Los expertos en la materia entenderan que el término polietilenglicol preferiblemente no incluye dietilenglicol. El
polietilenglicol de peso molecular promedio entre 200 y 600 Daltons incluye polietilenglicol de peso molecular promedio
nominal entre 200 y 600 Daltons, donde el peso molecular promedio no es mayor que 110% ni menor que 90%
(preferiblemente no mayor que 105% y no menor que 95%) del valor nominado. El polietilenglicol es de formula H-
[OCH2CHz]»-OH. El valor medio de n es al menos 3 y es generalmente entre 3 y 13 (aunque el promedio no necesita
ser un entero). El polietilenglicol se encuentra ampliamente disponible de proveedores comerciales en calidades
farmacéuticas y se vende en pesos moleculares nominales especificados que generalmente significan que el peso
molecular promedio no es mayor que 105% ni menor que 95% del valor nominado. Las viscosidades y los métodos
para la determinacion del peso molecular se describen en USP NF Official Compendium of Standards Volumen 1
1180-1182 [Edicion 2007]. En un conjunto de realizaciones, el peso molecular del polietilenglicol es de entre 200 y
400. En algunas realizaciones, se puede preferir usar un oligémero puro especifico de etilenglicol, como el compuesto
de la Férmula H H-[OCH2CH2]» -OH en donde n es 3 0 4.

En un conjunto de realizaciones, el peso molecular (siempre con el significado que se le asigné en la presente, es
decir, el peso molecular promedio en numero),del copolimero es de al menos 300 Daltons, preferiblemente al menos
400 Daltons, como en el intervalo de 400 a 1500 Daltons y mas preferiblemente el peso molecular esta en el intervalo
de 400 a 1.000 Daltons.

El copolimero es particularmente adecuado para el tratamiento de infecciones parenterales y se puede administrar
mediante varios métodos adecuados para proporcionar niveles efectivos del copolimero al sitio de la infeccion
parenteral. El tratamiento puede ser profilactico, curativo o puede llevarse a cabo para controlar la infeccion, por
ejemplo, para permitir la confirmacion de la susceptibilidad del patdgeno responsable. En un conjunto de realizaciones,
el copolimero se administra directamente a un sitio local de infeccién, como una lesién de la piel, herida, pulmones u
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otro sitio de infeccion en un érgano o tejido especifico del sujeto.

En otra realizacion, el copolimero se administra sistémicamente, por ejemplo, por administracion oral, inhalacién,
administracion transdérmica o por inyeccion, como al torrente sanguineo, o inyeccion intramuscular o por terapia
intravenosa. Se acepta generalmente que las moléculas de peso molecular de menos de aproximadamente 800
Daltons tienen un paso razonablemente libre a través de las membranas abdominales. La administracién oral requiere
que el copolimero sea absorbido a través de la pared del intestino y en la circulacion sistémica. En esta realizacion,
se prefiere particularmente que el copolimero administrado oralmente tenga un peso molecular no mayor que 1.000
Daltons, como un peso molecular en el intervalo de 400 a 800 Daltons. Se ha descubierto que los copolimeros de este
peso molecular, cuando se administran oralmente, se transportan a la circulaciéon sistémica para proporcionar el
tratamiento de infeccion parenteral. La proporcién del copolimero absorbido a través de la pared del intestino es
generalmente mayor para los copolimeros de menor peso molecular en este intervalo.

En un conjunto de realizaciones, el tratamiento proporciona proteccién contra infeccién por bacterias, como S aureus
resistente a meticilina (superbacterias) como se demuestra en los ejemplos en un modelo de ratéon. Los resultados
demuestran que la eficacia de la destruccion in vivo de bacterias/profilaxis o terapia después de la administracion oral
del copolimero de menor peso molecular, como menor que 1.500 Daltons y preferiblemente menor que 1.000 Daltons,
como de 400 a 1000 Daltons, proporciona mayor eficacia que los copolimeros de mayor peso molecular, como 2.500
Daltons (véase la Figura 4).

La presente invencion se extiende ademas al tratamiento (ya sea profilactico o curativo) de infecciones que se han
dispersado en la sangre y/o a érganos vitales. De esta manera, la invencion incluye tratamiento parenteral, como por
administracion oral o inyeccion en la sangre, en particular inyeccion intravenosa o terapia, para tratar infecciones que
se han diseminado en la sangre u érganos vitales, como rifiones, higado o cerebro. Esas enfermedades incluyen, a
modo no taxativo, sepsis, bacteremia y meningitis. El uso de la terapia intravenosa puede ser de particular importancia
en donde la exposicion a una infeccidon parenteral grave se sospecha y/o la condicién del sujeto que se va a tratar se
deteriora rapidamente debido a una infeccion parenteral. Por ejemplo, cuando se diagnostica sepsis o bacteriemia ,
se puede preferir la terapia intravenosa con el copolimero, por ejemplo, como una solucién acuosa o salina.

El copolimero se puede administrar en una cantidad farmacéuticamente efectiva para proporcionar tratamiento tépico
local en el sitio de infeccion y, en tales casos, la dosis dependera del grado y/o gravedad de la infeccién, como la
extension o gravedad de una infeccién de heridas o similar. El copolimero se puede aplicar en forma de aerosol, gel,
espuma topica o unglento o impregnado en un vendaje para aplicar a heridas, quemaduras, sitios quirdrgicos o
similares. En un conjunto adicional de realizaciones, el copolimero se aplica como una inhalacién a través de un
aerosol o similar. La inhalacion se puede utilizar para tratar la infeccion pulmonar o para proporcionar tratamiento
sistémico a través de los pulmones.

La infeccién por neumococo de la sangre con frecuencia se desarrolla a partir de una infeccion pulmonar y puede
producir complicaciones graves, a modo no taxativo, sepsis, bacteremia y meningitis. En un conjunto de realizaciones,
el copolimero se administra como una inhalacién, como una inhalacién de aerosol.

En una realizacién adicional, el copolimero se suministra mediante administracion transdérmica a partir de una
composicion que puede comprender un potenciador de penetracion para los parches de polimero, microagujas o
dispositivos similares para mejorar la administracion transdérmica.

En una realizacion adicional el copolimero se administra por inyeccién, por ejemplo, inyeccion intravenosa.

El copolimero se puede formular en una composicion acuosa dado que es soluble y permanece soluble en el intervalo
total de 1 a 14 de pH. El copolimero puede administrarse en composiciones farmacéuticas con vehiculos y excipientes
farmacéuticamente aceptables conocidos; sin embargo, las formulaciones acuosas proporcionan una ventaja
significativa. La composicion puede comprender un amplio rango de concentraciones del copolimero dependiendo de
la infeccion especifica que se va a tratar y el modo de administracién. En un conjunto de realizaciones, la concentracion
del copolimero en una composicion farmacéutica acuosa esta en el intervalo de 0,01% en peso a 20% en peso de la
composicion. De acuerdo con ello, en un conjunto preferido de realizaciones el copolimero se administra como una
solucién acuosa.

La composicién se puede administrar oralmente en forma de comprimido, capsula, jarabe o liquido y la dosis
administrada oralmente dependera de la gravedad y el tipo de infeccion, pero puede estar en el intervalo, por ejemplo,
de 1 mg a 1.000 mg por kilogramo de peso corporal por dia, como de 10 mg a 500 mg por kilogramo de peso corporal
por dia.

Una de las ventajas significativas del copolimero y método de tratamiento es que se pueden utilizar contra infecciones
de un amplio rango de patégenos y en particular es util en el tratamiento de infecciones bacterianas que pueden
escalar rapidamente y presentar una amenaza grave, como bacteremia o sepsis 0 neumonia o meningitis o celulitis.
Los ejemplos especificos de dichas infecciones bacterianas se pueden seleccionar del grupo de bacterias que incluyen
Proteus Spp, Serratia Spp, Pseudomonas aeruginosa, Neisseria meningitidis, Escherichia Coli, Klebsiella Pneumoniae,
Staphylococcus Aureus, coagulasa-gram negativo Staphylococcus Spp, Streptococcus Pyogenes, Streptococcus
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pneumoniae y Enterococcus Spp.

La actividad contra un amplio rango de patégenos y particularmente un amplio rango de bacterias permite que el
copolimero se use como una primera linea de tratamiento en infecciones graves o mortales en donde, por ejemplo, la
gravedad de la infecciébn puede no permitir suficiente tiempo para identificar adecuadamente las bacterias
responsables.

El descubrimiento de la presente invencién respecto de que los copolimeros de acroleina son activos contra la

infeccion parenteral no se esperaba, debido a que se creia que el mecanismo de accidn se relacionaba con su actividad.
Melrose 1996 utiliza proteina afiadida para extinguir totalmente la actividad antimicrobiana de polimeros de acroleina.

El enfoque de la técnica anterior ha sido tratar infecciones en el tracto gastrointestinal mediante la administracién oral

de polimeros de acroleina que tienen pesos moleculares suficientemente altos para evitar su migracion transintestinal.

De hecho, la reactividad del monémero de acroleina es tal que hasta ahora no se ha considerado factible polimerizar
acroleina para producir productos que tienen pesos moleculares no mayores que aproximadamente 1.000 Daltons. La

administracion contra la infeccién parenteral también se ha evitado deliberadamente por su toxicidad potencial (incluso

la reaccion con proteinas de suero).

En la técnica anterior de preparacion de poliacroleina se considerd que el mecanismo de polimerizacion fue anionico,
y que el contenido de agua necesitaba ser minimizado a fin de evitar la extincién del anién o disociacién del producto.
Se ha descubierto ahora que el peso molecular puede limitarse a 1.000 Daltons 0 menos si se controla la relacién de
mondmeros, la dilucién de acroleina y polietilenglicol con agua y en comparacién con la técnica anterior, si se mantiene
el pH en un intervalo inferior, no mayor que 12,0 y dentro de un intervalo de pH de 12,0 a 7,0. Es decir, para conseguir
el nuevo mecanismo de polimerizacion, el intervalo de pH cae en dos unidades de pH enteros, o tiene una
concentracion de iones hidroxilo 100 veces menor, utilizada en las polimerizaciones de la técnica anterior.

En un conjunto de realizaciones, la invencion proporciona un método para la preparacién de un copolimero para el
tratamiento de una infeccién parenteral; el proceso comprende la polimerizacion catalitica de acroleina en una solucién
acuosa que comprende polietilenglicol (preferiblemente de peso molecular entre 200 y 600 Daltons), donde la relacion
polialquilenglicol/acroleina es al menos 4, preferiblemente al menos 8, mas preferiblemente al menos 10, y el agua
esta presente en una cantidad de al menos 20% en peso de la composicion.

En un conjunto preferido de realizaciones, el procedimiento comprende adicionar una solucién acuosa de acroleina,
que tiene preferentemente una concentracion de acroleina no mayor que 50% en peso, a una solucién acuosa de
polietilenglicol que comprende al menos 10% en peso de agua y un pH no mayor que 12,0, preferiblemente no mayor
que 1.

En una realizacioén incluso mas preferida, la acroleina se afiade como una solucién acuosa a una solucién acuosa de
polialquilenglicol de pH 9 a 11.

En general hemos descubierto que, en los sistemas acuosos utilizados en el proceso, un pH relativamente bajo no
mayor que 12,0, como no mayor que 11,5 (preferiblemente no mayor que 11 ) proporciona ventajas significativas sobre
el intervalo de pH de la técnica anterior de hasta 14 pH, utilizada para polimerizar acroleina. El pH relativamente alto,
como se utilizé en la técnica anterior durante periodos prolongados, genera oxidacion e introduce grupos carboxilo
que mejoran la solubilidad. Sin embargo, hemos descubierto que la solubilidad se logra en el proceso de la invencion
sin la necesidad de calentamiento prolongado a un pH relativamente alto y como resultado, el contenido de carbonilo
y/o carboxilo es muy bajo, tipicamente 0-10% del copolimero. Se cree que el contenido minimo de carbonilo o carboxilo
minimiza tanto la reaccidon no deseada con proteinas de origen miscelaneo o repulsiéon a recubrimientos &cidos y
aniénicos de gérmenes, en ambos casos, mejorando la accion antibidtica.

Sin estar limitados por la teoria, se cree que ,en el proceso de la presente invencion, la polimerizacion de acroleina en
presencia de alcali no procede por un mecanismo totalmente anidnico en presencia de cantidades significativas de
agua, sino que tiene un mecanismo de polimerizacion de radicales libres significativo.

Esta conclusion encuentra sustento en los siguientes hechos: (a) la polimerizacion se facilitd por la presencia del
radical libre doble, oxigeno (b) el agua, que es un componente principal del disolvente, extingue aniones (c) la
polimerizacion es significativa a temperatura ambiente y temperaturas superiores-rapida, exotérmica e inhibida por el
inhibidor tipico de radicales libres, la hidroquinona - todas las observaciones son tipicas de la polimerizacion por
radicales libres, en lugar de la polimerizacion iénica (Florey; Odian). Una vez mas, sin desear estar limitados por la
teoria, se cree que el mecanismo de reaccion implica la formacién de un radical iniciador entre el ion hidroxilo y oxigeno,
seguido por transferencia de radicales a un disolvente de polietilenglicol, iniciando asi la polimerizacién; posteriormente,
se termina la transferencia de disolvente que implica que el disolvente hidroxilo limite la cantidad de residuos de
acroleina polimerizados en el sitio de radicales activos, adyacentes al carbonilo dentro del copolimero.

Se cree que el oligdmero de polialquilenglicol proporciona una transferencia de cadena y/o una terminacién de cadena,
mediante la cual limita (junto con la dilucion acuosa), el peso molecular en proporcion directa al contenido total de
hidroxilo.

En resumen, la estrategia central de la sintesis, diferente de la técnica anterior (Melrose2009), es hacer que los dos
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segmentos del producto copolimérico resultante sean unidos por un mecanismo que se cree, sin estar limitados por la
teoria, que procede por un mecanismo de radicales libres, en lugar de mediante una adicion nucleofilica de Michael.
Esto se logra al maximizar la formacion de centros activos de radicales libres que se propagan (al maximizar la
presencia del radical, oxigeno) y reducir al minimo el pH, minimizando la formacién de centros activos deficientes en
iones de hidrogeno para la adicién de nucledfila Michael.

La HPLC mostré que el copolimero antimicrobiano activo tiene una reaccion insignificante con cualquiera de los
modelos de aminoacido cisteina (sulfhidrilo) o treonina(hidroxilo), y que las actividades antimicrobianas de los
copolimeros pueden atribuirse solamente a un efecto hidréfobo fisico, no covalente, en los carbonos proximos
identificados dentro de los copolimeros, una vez estabilizadas las membranas externas bacterianas. El mecanismo de
accion de la técnica anterior, que se basa en la reaccion quimica de grupos carbonilo en poliacroleina modificada con
proteina, no se cree que es responsable de la actividad antimicrobiana de los presentes copolimeros.

En contraste con la técnica anterior que ensefa la reactividad destructiva de polimeros de acroleina con proteina,
hemos descubierto que las tasas antimicrobianas de los copolimeros no se reducen significativamente por la presencia
de una proteina. De hecho, para la mayoria de las bacterias, especialmente para C. difficile, S. aureus 'y P. aeruginosa,
las tasas netas de eliminacion (eliminacidn bruta menos crecimiento bruto) mejoraron incluso cuando la proteina era
un caldo, que promueve el crecimiento del microbio objetivo (Véase la Tabla 2). Hemos descubierto que —las tasas
antimicrobianas de los copolimeros son suficientemente rapidas para competir con cualquier reaccion quimica
intravascular con proteina que conduce a toxicidad, o con procesos de depuracion in vivo. En las perspectivas de la
técnica anterior, de manera consistente, estas observaciones y conclusién resultaron contradictorias para avanzar con
la sintesis y después usar el copolimero (como el copolimero del Ejemplo 1) de manera parenteral, como en la presente.

Se ha descubierto ademas que los copolimeros exhiben tasas de muerte antimicrobiana mas lentas contra células
eucariotas, como los hongos, cuando se comparan con el alto nivel de actividad encontrado contra bacterias
procariotas. Se ha notado que las células vasculares y gastrointestinales dentro de mamiferos son eucariotas, y esta
observacion es inherente al disefio de la presente invencién que busca la selectividad de la reactividad por los
copolimeros, entre células de bacterias y otras células.

Los copolimeros divulgados en la presente representan un desafio intravascular mucho menos toxico que los
polimeros de acroleina de la técnica anterior. Se ha descubierto que los copolimeros se pueden preparar con una
polidispersidad baja y que una polidispersidad baja, preferentemente menor que 5, mas preferentemente menor que
2, e incluso mas preferentemente menor que 1,5 y mucho mas preferentemente menor que 1,2,mejora el desempefio
del copolimero, particularmente cuando el peso molecular es menor que 1000, como entre 400 y 1.000 Daltons, mas
preferentemente entre 400 y 800 Daltons, como entre 400 y 600 Daltons. Los polimeros de la presente invencion se
pueden preparar como un polimero unico, simétrico y estrecho, con un indice de polidispersidad de aproximadamente
1. Los polimeros de acroleina previamente descritos contienen generalmente una polidispersidad mas alta, o en el
caso del polimero del Ejemplo 6 de la Patente WO 09/059350 contienen, conforme surge de una deteccion UV muy
sensible, aproximadamente 1% y aproximadamente 8 veces mas de una amplia gama de polimeros/residuos de bajo
peso molecular, que no son facilmente detectables a partir de la deteccién del indice de refraccion. Los copolimeros
de la presente se pueden formar cuantitativamente, en estrecha distribuciéon de peso molecular de polidispersidad
cerca de la unidad. Los copolimeros contienen muchos menos contaminantes potencialmente téxicos (productos
secundarios y materiales de partida, incluyendo acroleina residual, acroleina) que los polimeros de acroleina
fuertemente calentados y autooxidados de la técnica anterior. En la realizacion preferida de la invencion, tanto el
contenido de carbonilo como el pH utilizados en la preparacion por cataliticos estdn en un minimo sin precedentes, y
ambos factores pueden ser utilizados para minimizar los productos secundarios y su potencial toxicidad de
particularmente, la reaccidon de Canizarro con carbonilo, y que se ha descubierto que la técnica anterior es
anormalmente rapida en polimeros de acroleina.

Se ha descubierto que el copolimero tiene actividad antimicrobiana activa contra un sitio, que es comun a todas las
bacterias, sin importar la mutacién. Se arriba a esta conclusion a partir de los resultados de un intervalo de bacterias
representativas en la Tabla 2 (que ilustra que los copolimeros tienen la misma tasa de actividad antimicrobiana
independientemente de si las bacterias que estan en forma natural o mutaron a una superbacteria) y la Tabla 3 (que
ilustra que no se produjo resistencia independientemente de la mutacién, que provocaba inactividad en Amoxicilina,
por el uso repetido). Esto representa un método novedoso, general y exitoso de tratamiento y prevencién de infeccion
en un sujeto, de bacterias de todos los tipos y que exhiben la propension a desarrollar resistencia antimicrobiana.

Ademas de mondémero de acroleina, se pueden usar otros mondémeros, por ejemplo, acido acrilico, acrilamida,
acrilonitrilo, cloruro de vinilo, estireno, acido metacrilico, metacrilato de metilo y acetato de vinilo, vinil-piridina y vinil-
pirrolidona como monémeros adicionales para preparar copolimeros que comprenden un segmento de oligémero de
polialquilenglicol y un segmento derivado de acroleina, como se describe en la presente. Los monémeros adicionales
pueden estar presentes en cantidades que no son adversas a la actividad antimicrobiana del copolimero. La relacion
de los mondémeros se puede elegir para mantener la solubilidad en agua del copolimero y la incorporacion de otros
mondémeros se puede controlar por las condiciones de reaccion y las concentraciones de monémero relativas teniendo
en cuenta la reactividad del mondémero. En general, se prefiere que otros monémeros constituyan no méas de 15% en
moles de los residuos de monédmero del copolimero, preferiblemente no méas de 10% en moles y mas preferiblemente
el copolimero consiste solamente en polialquilenglicol y residuos de monémeros de acroleina.
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El mecanismo hidrofébico, que es caracteristico de los copolimeros de la invencion, se logra a través de las etapas
del proceso, que proporcionan control sobre:

peso molecular; afinidad para la reaccion antimicrobiana con células bacterianas sobre células eucariotas; actividad
antibacteriana mejorada en presencia de proteina; y minimizacion del contenido de carbonilo y carboxilo dentro de los
copolimeros.

Los antibiéticos de copolimero proporcionados en la presente proporcionan generalmente eficacia contra un amplio
rango de bacterias, ya sea resistentes o no resistentes, y proporcionan actividad con certeza. La actividad puede o no
exceder la actividad de antibiodticos especificos contra ciertas bacterias especificas, pero en la presente, la certeza de
la actividad antibiética contra el espectro de bacterias, especialmente bacterias resistentes como las que estan
involucradas en la escalada de enfermedades infecciosas graves contemporaneas, proporciona una confianza mayor
y valiosa para el tratamiento apropiado de infecciones bacterianas de todos los tipos. El mismo nivel de confianza con
antibidticos convencionales requiere en primer lugar, una determinacién de la identidad y patologia relativa a las
bacterias presentes en la infeccion y, recién entonces, una seleccion de los restantes antibidticos activos.

En un conjunto preferido de realizaciones, el método de preparacion de copolimeros de la presente invencion
comprende las siguientes etapas:

proporcionar una solucién acuosa basica suave (preferiblemente un pH no mayor que 12,0; mas preferiblemente 9 a
11) de un polialquilenglicol (preferiblemente polietilenglicol de peso molecular en el intervalo de 200 a 600 Daltons);

agitar la solucion basica suave vigorosamente para arrastrar aire; afiadir (preferiblemente lentamente durante un
periodo de al menos 2 minutos, mas preferiblemente de al menos 5 minutos) acroleina como una solucién acuosa de
concentracion no mayor que 50% en peso de la solucién acuosa de acroleina (que contiene habitualmente un
conservante);

mantener la temperatura de reaccion en el intervalo de 10°C a 40°C;

y una vez consumido el monémero de acroleina, afiadir acido para proporcionar un pH menor que 9 y preferentemente
no mayor que 8.

El peso molecular del copolimero resultante se controla por el peso molecular del polialquilenglicol, asi como
directamente proporcional a su concentracion de hidroxilo. (La polimerizacion comienza a temperatura ambiente, luego
se eleva ligeramente como la polimerizacion exotérmica, que es evidente por la apariencia, y el avance de la
desaparicion del color amarillo del conservante.)

Durante la reaccion se continda agitando, y el pH se mantiene basico suave (preferiblemente de pH no mayor que
12,0, mas preferiblemente entre 9 y 11), solo seguln sea necesario. La adicion de mas base y su concentracion se
minimiza para reducir las reacciones de degradacion/secundarias y para reducir la formacién de carbonilo o carboxilo
en el producto.

Finalmente, se puede reducir el pH de la solucién. Un conjunto preferido de realizaciones, el pH se ajusta a casi neutro,
mediante la adicion de acido. El olor extremadamente penetrante de la acroleina ya no es evidente en el producto de
copolimero, que se forma en al menos 99% de producto.

Los copolimeros de acroleina resultantes tienen tipicamente pesos moleculares en el intervalo de 250 a 1000 Daltons
(como 300 a 1000 Daltons, 400 a 1000 Daltons o 400 a 800 Daltons). Los copolimeros no presentan la turbidez que
se esperaria de cualquier contenido de poliacroleina. El contenido y la unién del segmento derivado de acroleina y el
segmento oligébmero de polietilenglicol, de la manera propuesta anteriormente, se demuestran por la separacion de
tamano de HPLC de todos los copolimeros, cada uno de ellos con un pico de masa estrecho, simétrico, dominante e
irresoluble sin indicar monémero de acroleina residual o poliacroleina sustancial; ademas, el copolimero de MW 1,
000 del Ejemplo 2 contrario al cambio de resolucion y la expectativa si la asociacion entre los segmentos fuera
meramente inter-adsorcion fisica, no cambié en la separacién por tamafio de HPLC, ni en la actividad antimicrobiana,
después del equilibrio con polietilenglicol de MW 200 en condiciones basicas comparables a las utilizadas en la
preparacion original de todos los copolimeros. (Véase el Ejemplo 2).

Relacion en peso de acroleina: el polietilenglicol utilizado en la preparacién del copolimero se encuentra
preferiblemente en el intervalo de 1:4 y 1:40, y mas preferiblemente en el intervalo 1: 8 1,20.

La base preferida es una solucién acuosa de un hidroxido alcalino; mas preferiblemente, el hidroxido alcalino es
hidréxido de sodio.

El acido preferido es el acido clorhidrico diluido, aunque el acido acético es util para fines de tamponamiento de pH.

Se prefiere que la adicion de acroleina a la solucion acuosa de polialquilenglicol tome aproximadamente 10 minutos y
que la reaccion se complete, y la adicion de acido generalmente tiene lugar durante aproximadamente 40 minutos, y
preferiblemente no supera los 90 minutos.
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Tipicamente se ha encontrado que un tiempo de reaccién de 50 minutos es adecuado para obtener una conversion
practicamente completa en el producto de copolimero.

La acroleina se afiade preferentemente al polialquilenglicol acuoso como una solucién acuosa, mas preferiblemente
como una concentracién en el intervalo de 10% a 30% en peso de mondémero de acroleina, con base en el peso de la
solucion de acroleina acuosa que se debe anadir a la solucién acuosa de polialquilenglicol.

El copolimero resultante tiene un contenido de grupo carbonilo reactivo (mas cualquier contenido de carboxilo) menor
que 10%, mas preferiblemente menor que 5%, y todavia mas preferiblemente de cero %.

La solucion de acroleina contiene normalmente un inhibidor, como hidroquinona, en una cantidad inferior al 0,5% y
tipicamente en una cantidad de entre 0,01 y 0,5% y, mas preferiblemente, en una cantidad de 0,1% p/p

Sera evidente para los entendidos en la técnica que los copolimeros de la presente invencion se pueden incluir en una
variedad de composiciones y formas fisicas. Particularmente, las composiciones y los métodos farmacéuticos de uso
in vivo seran evidentes, aprovechando la separacion mas lenta del copolimero. Ademas, sera evidente que puede
aprovecharse la ventaja farmacolégica de la variacion en el peso molecular para ajustar la velocidad de penetracion a
través de membranas, tejidos y érganos y la absorcién o distribucién resultante en humanos o animales; en este
contexto, los copolimeros de menor peso molecular, como los copolimeros con un peso molecular en el intervalo de
400 a 800 Daltons, que los copolimeros con un peso molecular superior a 1000 Daltons.

En vista de los resultados de la presente, también es concebible afiadir proteina, particularmente caldo, para mejorar
la actividad antimicrobiana de los copolimeros.

Los productos objeto de la presente son solubles en agua y la administracién a seres humanos/animales puede
realizarse por los métodos habituales conocidos en medicina -particularmente, por via oral o por inyeccion, y pueden
usarse en cualquier forma farmacéutica practica, solos o en composiciones, dentro de érganos y tejidos, o en contacto
con sistemas vasculares in vivo de seres humanos o animales o en dichos sistemas. Cuando los copolimeros se
administran a humanos y animales, pueden ser administrados per se 0 como una composicion farmacéutica que
contiene, por ejemplo, 0,1% a 99,5% (mas preferiblemente 0,5% a 90%) de principio activo en combinacion con un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Las composiciones pueden ser sélidos, soluciones, geles, emulsiones o suspensiones de materia que comprenden
una cantidad farmacolégicamente efectiva del copolimero.

Los copolimeros y sus composiciones tienen actividad antimicrobiana in vitro sustancial contra bacterias,
particularmente Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, pero
menor actividad contra hongos Aspergillus Brensilensis y Candida Albicans.

De particular importancia debido a los problemas globales de resistencia bacteriana a los antibioticos, los copolimeros
tienen mas estabilidad antimicrobiana que la Amoxicilina una la exposicién repetitiva a E. coli, S. aureus o P.
aeruginosa. Los copolimeros, sin exhibir ninguna resistencia inusual a partir de generaciones sucesivas de las
bacterias, normalmente y rutinariamente matan "superbacterias" de E. coli, S. aureus y P. aeruginosa.

Las concentraciones minimas de eliminacion para estas tres bacterias E. coli, S. aureus y P. aeruginosa estaban en
el intervalo practico de 1-200 ppm de copolimero.

Ejemplos
La invencion se describira ahora adicionalmente con referencia a los siguientes Ejemplos.

Se debe entender que los ejemplos se proporcionan a modo de ilustraciéon de la invencién y que de ninguna manera
limitan el alcance de la invencion.

Los copolimeros del Ejemplo 1 y el Ejemplo Comparativo 1 tienen caracteristicas antimicrobianas de Concentracion
de Eliminaciéon Minima, velocidades de amplio espectro de eliminaciéon mas rapida en presencia de proteina-caldo, y
resistencia al desarrollo de superbacterias. (Véanse las Tablas 1, 2 y 3). En el contexto de la administracion por
adsorcion a través de membranas pulmonares, es de interés que el copolimero de bajo peso molecular sea capaz de
destruir Micobacterium fortuitum-sT, un modelo de copolimero de MW 2500 para la bacteria que produce tuberculosis
del Ejemplo Comparativo 1, in vivo es un activo antimicrobiano (Figuras.1 y4). Sin embargo, como puede verse en la
Tabla 2, aunque con frecuencia tiene actividad antimicrobiana in vitro mas rapida/mas activa que el copolimero de
MW inferior a 500 del Ejemplo 1 -siempre in vivo -, ya sea profilactica o curativamente (por ejemplo, en experimentos
que dan lugar a las Figuras 4 y 5), su rendimiento fue notablemente mas lento y el copolimero mas pequefio, efectivo
0 mas que el control positivo. Es decir, la sintesis y el uso del copolimero de bajo peso molecular de conformidad con
la presente invencién han dado un atributo y una ventaja significativos respecto del copolimero del Ejemplo
Comparativo 1; ademas, este atributo y ventaja del copolimero mas pequefio in vivo son contraintuitivos respecto de
la técnica anterior y de las pruebas in vitro realizadas inicialmente, que muestran la superioridad del copolimero mas
grande, conforme se describe en este parrafo.
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In vivo dentro de ratones, a un nivel de confianza p > 0,01, el copolimero del Ejemplo 1, MW 500, después de una sola
dosis de 132 mg/kg de ratén, elimind eficazmente a la superbacteria S. aureus USA 300 resistente a meticilina en un
protocolo que implica actividad antimicrobiana tanto profilactica como curativa en la sangre y los rifiones de los sujetos;
ilustra la aplicacion de proteccion profilactica en la sangre, en las primeras horas antes de que el germen se haya
dispersado como una infeccion en su sitio preferido (los rifiones) , mientras se produce la terapia curativa. (Véase la
Figura 1).

Breve descripcion de los dibujos
En los dibujos:

La Figura 1 es un grafico de la relacion porcentual de incidencia (ufc/ml) de S. pyogenes en la sangre de dos grupos
de diez ratones 12 a 24 horas después de la infeccion con las bacterias de conformidad con el procedimiento
experimental del Ejemplo 5. Un grupo de ratones se tratd con los copolimeros del Ejemplo Comparativo 1 15 minutos
después de la infeccion y el otro grupo no recibio tratamiento (control negativo) sino solo solucién salina.

La Figura 2 es un diagrama de columnas que compara las velocidades de separacion después de 8 dias, de ratones
dentro de 3 grupos, cada uno de los 10 ratones, de conformidad con el procedimiento experimental del Ejemplo 6. 10
minutos antes de la infeccidn con la superbacteria S. aureus (S. aureus USA300) los tres grupos de ratones recibieron
el copolimero de la invencion del Ejemplo 1, MW 500; 132 mg/Kg de raton, Oxacilina de control positivo, 500 mg/Kg y
solucién salina de control negativo, respectivamente.

La Figura 3 es un grafico de la puntuacion de la salud (véase el parrafo 176 para una explicaciéon de a puntuacion de
la Salud) durante 10 dias de dos grupos de 10 ratones cada uno, ambos tratados con el copolimero de MW 500;
Ejemplo 1 (Ej1 ); 132 mg/Kg de ratén; un grupo ("infectado") de ratones se infectdé con la superbacteria S. aureus (S.
aureus USA300) y el segundo grupo ("no infectado") no se infecté con las bacterias. El grafico muestra los resultados
del Ejemplo 7.

La Figura 4 es un grafico de los ratones separados debido a la morbilidad o mortalidad entre dos grupos de 10 ratones
cada uno, infectados con la superbacteria S. aureus (S. aureus USA300) y 24 horas después tratado curativamente
con el copolimero de MW 500 del Ejemplo 1 a 132 mg/Kg de ratén, o el copolimero de MW 2500 del Ejemplo
Comparativo 1 a 167 mg/Kg de ratén. El procedimiento experimental se describe en el Ejemplo 8.

La Figura 5 es un diagrama de columna que muestra el nimero de ratones separados debido a la morbilidad o
mortalidad en cuatro grupos de 10 ratones cada uno, infectados con la superbacteria S. aureus (S. aureus USA300),
y 24 horas después de tratado de manera curativa con elcopolimero de MW 500 del Ejemplo 1 (Ej.) a 132 mg/Kg de
raton o el copolimero de MW 2500 del Ejemplo Comparativo 1 (EC1) a 167 mg/Kg de Oxacilina de control positivo 500
mg/kg o solucidn salina de control negativo. El procedimiento experimental se describe en el Ejemplo 9.

Microbios

Los microbios utilizados experimentalmente en esta invencidn y proporcionados por ThermoFisher Scientific (Australia)
fueron Escherichia coli (atcc 25922), Pseudomonas aeruginosa (atcc 27853), Klebsiella pneumoniae resistente a beta-
lactama (atcc700603), Staphylococcus aureus (atcc 25923), S. aureus resistente a la meticilina (atcc 43300),
Streptococcus pyogenes (atcc 19615), Enterococcus faecalis (atcc 29212), E. faecalis resistente a la vancomicina
(atcc 51299), Clostridium difficile (atcc 9689); Microbacteria fortuitum (atcc 684l); Aspergillus bralliensis (atcc 16404) y
Candida albicans (atcc 1023.).

Estimaciones del contenido de carbonilo

Las estimaciones del contenido de carbonilo que se informan en la presente se basan en un método establecido
(Peters 1962; Melrose 2009). Por duplicado, se pesé una solucion de muestra acuosa de copolimero (1 g) a una
precision de 0,01 g -se afiadié agua (9 g) y luego la solucién se llevé a pH 6,00 mediante la adicion de acido clorhidrico
0,01 M o hidréxido sédico acuoso 0,01 M, segun corresponda.

Una solucién al 1% de clorhidrato de hidroxilamina (50 ml ) se llevé a pH 6,00 con hidréxido sédico acuoso 0,01 M.

Las soluciones anteriores de copolimero y reactivo se mezclaron y se mantuvieron a temperatura ambiente durante
30 minutos; a continuacion, los reactivos se volvieron a valorar con hidréxido sddico acuoso 0,01 M (V ml ) a pH 6,00.

De esta manera, el % p/p del contenido de carbonilo de la solucién de muestra original (Pg) se estimé como acroleina;
igual a: V x 0,10 x 5,6/P

Analisis Cuantitativo de Copolimero por HPLC

La Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento (HPLC) se realizé en equipo de Prominencia Shimadzu mediante el
uso simultaneo de detectores de indice de refracciéon y UV (268 nm); la columna fue Hidrogel de Agua 120 o Hidrogel
de Agua 250 para separacion por exclusiéon por tamafio, 0 ambas en serie.
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La calibracion de MW se realizé mediante un grafico lineal de tiempo de exclusion frente a log MW de polietilenglicoles
Sigma-Aldrich con un rango medio de MW de 200 a 10.000 Daltons. Por lo tanto, del método de determinacién se
deduce que los pesos moleculares de los acroleincopolimeros que siempre se determinaron sobre esta base y se
informaron aqui, siempre se refieren a un Peso Molecular Promedio Numérico (corregido a los 500 Daltons mas
cercanos).

Se realizaron Separaciones en soluciones acuosas de soluto (0,020 ml; 0,4% p/p), con agua-disolvente (0,6 ml a
1,0ml/minuto).

Analisis cuantitativo de copolimero por espectrometria de masas

Se realizaron dos técnicas separadas (por cortesia de Shimadzu Scientific Instruments (Oceania) Pty Ltd):
Inyeccién directa en el espectrometro de masas, sin cromatografia previa;

Espectrometria de masas, después de una cromatografia previa

Equipo; las condiciones experimentales fueron: gradiente de alta presion binaria de Nexina UHPLC y LCMS-8060
(ejecutado bajo 03 escaneos para simular espectrometria de masas de cuadrupolo simple; fase movil partes iguales
de acido formico en agua al 0,02% y acido férmico en acetonitrilo al 0,02% y la columna Phemonenex Aerois XB C18
300A 150x2,1 mm

Analisis UV/Visible cuantitativo de soluciones de polimeros

Las soluciones para el analisis se prepararon mediante diluciéon de copolimero (250 mg) en agua (20 g) y luego, de
corresponder, un equivalente molar estequiométrico de reactivo; después, diluido 1: 9 con agua antes de tomar el
espectro UV en equipo Shimadzu UVmini-1240.

Ejemplo 1 y Ejemplo Comparativo 1

Este Ejemplo describe la preparacion de un copolimero de la invencién de peso molecular de aproximadamente 500
Daltons, que comprende un segmento de oligémero de poliacroleina y un segmento de oligdbmero de polietilenglicol
de peso molecular de 200 Daltons. El copolimero se ilustra determinadamente a partir de una preparacion a pH 12,0,
ya que este es el pH mas alto recomendado para un éxito confiable, sin introducir niveles de reacciones secundarias
no deseadas como se describe en la presente. La actividad antimicrobiana del copolimero se compara con la de un
copolimero correspondiente de peso molecular de aproximadamente 2500 Daltons.

Ejemplo 1 - Preparacion de un copolimero de peso molecular de aproximadamente 500 Daltons

Se afiadié lentamente durante 10 minutos una solucién de acroleina recién destilada (5g; inhibida con hidroquinona al
0,1% p/p) en agua (20 g) a una solucion de agua (20 g) y polietilenglicol (60 g; MW 200) que habia adquirido pH 12
mediante la adicion de hidroxido sodico acuoso 1 M; durante los 10 minutos, aparecio rapidamente el color amarillo
de la hidroquinona oxidada y luego desapareci6. Durante el proceso, la composicion se agitdé continua y vigorosamente
para proporcionar un contacto abundante con el aire. Se realizd una polimerizacion exotérmica y rapida, y la
temperatura de los reactivos se mantuvo entre aproximadamente 25°C y 35°C

Después de otros 50 minutos, la solucién transparente se ajusté a pH 7,5 mediante la adiciéon de acido clorhidrico
acuoso 1 M; el producto fue una solucion transparente, casi incolora (amarillo muy palido). Todas las pruebas
realizadas sobre la muestra y los resultados de la presente se basaron en una muestra sin purificacion, almacenada
durante 4 0 6 afios a 7° C; esto es indicativo de la alta pureza y alta estabilidad del producto.

El espectro UV-visible de 200-600 nM del producto solo tenia una absorcion sustancial en el borde lejano de la region
200-300 nM. Esto es consistente con un contenido insignificante de insaturaciéon conjugado con carbonilo y que puede
estar asociado con la propension a una reaccion de Michael.

La HPLC indicé que el rendimiento de polimerizacion fue de 99-100% p/p, y cualquier monémero de acroleina residual
fue inferior a 1 ppm p/p; el MW fue de aproximadamente 500 Daltons. La espectrometria de masas mostré una base
de un pico base de 312, lo que indica que el copolimero comprendia cinco residuos de oxietileno (ej. PEG) unidos
covalentemente a dos residuos de 2-propanal (ej. acroleina).

Cuando se probd hasta pH 1 (y hasta pH 14), el copolimero permanecié soluble. El copolimero tiene aproximadamente
0-10% p/p de contenido de carbonilo o contenido de carboxilo.

El Unico pico del producto en HPLC permanecié estrecho y no resuelto cuando la HPLC se realiz6 en agua a 1
ml/minuto, a través de Waters Hidrogel 120, Waters Hidrogel 250, de forma singular o en serie de una secuencia
alternativa.

Los mismos resultados preparatorios ocurrieron cuando la polimerizacion se realizé a pH 8 o pH 10, y siempre con
exactamente la misma velocidad microbiolégica in vitro contra E. coli, y los mismos resultados de HPLC (excepto que
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el pH 8 dio un producto que tiene una cantidad de materiales indicativos de dimeros u oligdbmeros de acroleina de una
cantidad total menor que 1% p/p); los ensayos de velocidad microbioldgica in vivo fueron los mismos para todos los
productos.

La preparacion del Ejemplo 1 se repitié independientemente varias veces, a diversos pH entre 8 y 12, incluso pH 8,
pH 10 y pH 12 por separado por otro miembro del laboratorio de los solicitantes, y dio resultados de polimerizacion,
HPLC y ensayo de velocidad in vitro contra E. coli idénticos.

Ejemplo Comparativo 1 - Copolimero de peso molecular de aproximadamente 2500 Daltons

Este Ejemplo describe la preparacion de un copolimero, no de la invencién, de peso molecular superior, 2500 Daltons,
que comprende un segmento de polietilenglicol de peso molecular 2000.

Se afadio lentamente durante 10 minutos una solucion de acroleina recién destilada (5 g; inhibida con hidroquinona
al 0,1% p/p) en agua (20 g) a una solucién de agua (30 g) y polietilenglicol (20 g; MW 2.000) que habia adquirido pH
1 mediante la adicién de hidroxido sédico acuoso 1 M; durante este periodo, aparecié rapidamente el color amarillo
de la hidroquinona oxidada y después desaparecid. La composicion se agitd vigorosa y mecanicamente antes y
durante la adicion para proporcionar un contacto abundante con el aire. Se realizé6 una polimerizacién exotérmica y
rapida, y se mantuvo la temperatura entre 25° C y 35° C.

Después de agitar durante 50 minutos adicionales, la solucién transparente se ajusté a pH 7,5 mediante la adicion de
acido clorhidrico acuoso 1 M; el producto era una solucion transparente, casi incolora (amarillo muy palido).

Es notable que en comun con todos los productos de poliacroleina de la técnica anterior, no se utilizaron en la presente
las técnicas de agardifusion de analisis microbioldgico debido a la resistencia de los productos de peso molecular
relativamente alto a la difusion a través de agar.

Todas las pruebas realizadas sobre la muestra y sus resultados se registraron en una muestra sin purificacion y se
almacenaron durante 4 a 6 afios a 7° C; esto es indicativo de la alta pureza y alta estabilidad del producto.

El espectro UV-visible de 200-600 nM del producto solo tenia una absorcién sustancial en el borde lejano de la region
200-300 nM.

La HPLC indicé que el rendimiento de polimerizacién fue de 99 a 100% p/p, y cualquier mondémero de acroleina
residual fue inferior a 1 ppm p/p; el MW fue de aproximadamente 2.500 Daltons. Cuando se ensayé hasta pH 1 (y
hasta pH14), el polimero permanecio soluble. El polimero tiene un contenido de carbonilo de aproximadamente 0-10%

p/p.

El Unico pico del producto en HPLC permanecié estrecho y no resuelto cuando la HPLC se realiz6 en agua a 1
ml/minuto, sobre el Waters Hidrogel 120, el Waters Hidrogel 250, de manera singular o en serie de cualquier secuencia
alternativa.

Basado en el mecanismo de polimerizacidon descrito en la presente, se puede calcular que los equivalentes de
monomero de acroleina afiadidos en la polimerizacidon (en relacion con los equivalentes de polietilenglicol) son
mayores en el caso del Ejemplo Comparativo 1 que en el Ejemplo 1y, por lo tanto, cualquier propension a formar
cualquier poliacroleina insoluble es mayor en el primero, pero no se observo, incluso después de reposar a 7° C/6
afios. La acidificacion por etapas de una solucién diluida del polimero de acroleina a pH 2,5 con acido clorhidrico
diluido y la titulacion inversa con solucion de hidroxido sédico diluido demostré la ausencia de grupos carboxilo (pKa =
4,5).

Estimacion de la concentracion de eliminacion minima de los copolimeros del Ejemplo 1 y del Ejemplo
Comparativo 1

Se realizaron diluciones en serie del copolimero. Por duplicado, cada dilucién luego se inoculé con bacterias para
lograr una concentracion aproximada de 10° ufc/ml, y se incubd a pH entre 6,5y 7,0 a 37° C durante 24 horas.

Se retir6 una alicuota de 1 ml de cada solucién respectiva y se mezclé durante un minuto con una alicuota de 1 ml de
caldo de tripticasa desoja; luego se afiadieron y mezclaron 8 ml de agua estéril. Posteriormente, se removieron
alicuotas (1 ml ) de cada solucion y se inocularon en el césped mediante inundacién sobre placas de agar de sangre
de caballo durante 24 o0 48 horas de incubacién a 37° C.

Se realizaron recuentos visuales de crecimiento bacteriano (unidades formadoras de colonias; ufc) en las placas.

La concentracion de eliminaciéon minima de los copolimeros del Ejemplo Comparativo 1 y del Ejemplo 1 se determiné
contra un intervalo de bacterias, y los resultados se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1 - Concentraciones de eliminaciéon minima

Copolimero Copolimero
(Ejemplo 1) ] ]
(Ejemplo Comparativo 1)
S. aureus 10 ppm 1 ppm
S. pyogenes 20 ppm
E. coli 10 ppm 10 ppm
P. aeruginosa 200 ppm
E. faecalis 150 ppm

El Ensayo Microbiolégico de cada composicion se mantuvo inalterado luego del envejecimiento a 8° C/4 afios o la
exposicion a las condiciones &cidas simuladas dentro del estomago (véase el Ejemplo 4).

Cada uno de los copolimeros del Ejemplo 1 y el Ejemplo Comparativo 1 tiene una actividad antimicrobiana in vitro
sustancial contra bacterias Staphylococcus aureus, Steptococcus pyogenes, Escherichia coli y Pseudomonas
aeruginosa, pero una menor actividad contra hongos Aspergillus Brensilensis y Candida Albicans.

Ambos copolimeros eran aun estables después de cuatro afios a 8° C y permanecieron estables a condiciones de pH
simuladas durante el tiempo de residencia en el estbmago humano.

Se afiadié un microrganismo viable (para dar como resultado aproximadamente 10xE6 células por ml ) a una solucion
acuosa del copolimero del Ejemplo 1 (383 mg; 5,4% p/p sobre acroleina) o del copolimero del Ejemplo Comparativo
1 (303 mg; 6,7% p/p sobre acroleina) en agua estéril (20 ml ), pH 6,5 a 7,0; una solucion testigo no contenia ningun
producto de acroleina. Opcionalmente, se afiadié inmediatamente caldo de tripticasa desoja (1 ml ) a los reactivos.

A intervalos de tiempo, después de mezclar una alicuota (1 ml ) con un volumen igual de medio de crecimiento de
caldo de tripticasa de soja durante 1 minuto, y luego agua (8ml),se sembro una alicuota (1 ml) o se inocul6 sobre sobre
placas de crecimiento de agar incubadas a 30° C o 37° C durante 24 a 48 horas, y se contaron las UFC.

Los resultados se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2 - indices de eliminacion de microbios

Copolimero Copolimero
(Ejemplo 1)
(Ejemplo Comparativo 1)

Sin caldo Con caldo Sin caldo Con caldo
S. aureus 1-3 horas 1-3 horas 20-60 min. 20-60 min.
S. pyogenes 20-60 min. 20-60 min. 20-60 min. 20-60 min.
E. faecalis 1-3 horas 1-3 horas
E. coli 20-60 min. 20-60 min. 20-60 min.
P. aeruginosa 3-24 horas 3-24 horas
C. difficile >2 horas 20-60 min.
C. albicans >24 horas 3-24 horas
\A. brasilliensis >24 horas >2 horas 3-24 horas
| Superbugs
MRSA (S. aureus) 1-3 horas 20-60 min.
\VRE (E. faecalis) 24 horas 1-3 horas
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K. pneumoniae 1-3 horas 20-60 min.
S. aureus ej. Tabla 3 1-3 horas 1-3 horas 20-60 min.
#M. fortuitum > 24 horas 3-24 horas
E. coli ej. Tabla 3 20-60 min. 20-60 min. 20-60 min.
P. aeruginosa 20-60 min. 3-24 horas 20-60 min.
ej. Tabla 3

* Basado en la morfologia de la colonia, notablemente mas rapido que el Ejemplo 1
# M fortuitum es una bacteria utilizada como modelo para el estudio de Mycobacterium tuberculosis y tuberculosis.

(Las actividades antimicrobianas de los copolimeros se incrementan con el pH, de manera que todas las
observaciones se hicieron entre pH 6,5y 7,0, un pH alrededor de la mitad de una unidad por debajo del que se encontro
durante la sepsis parenteral de cualquier tipo; ademas, esto se logré de manera bastante natural y se evitaron las
complicaciones de las interacciones con una variedad de sales afiadidas de diferentes tampones.)

Ejemplo 2

Este ejemplo demuestra la preparacion de un copolimero de la invencion de peso molecular de aproximadamente
1000 Daltons, que comprende un segmento oligémero de polietilenglicol de peso molecular de 600 Daltons.

Se afiadio lentamente durante 10 minutos una solucién de acroleina recién destilada (5 g; inhibida con hidroquinona
al 0,1% p/p) en agua (20 g) a una solucion de agua (20g) y polietilenglicol (60 g; MW 600), que habia adquirido pH 10
mediante la adicion de hidroxido sédico acuoso 1 M. La composicion se agitd vigorosamente antes y durante la adicion
de la acroleina para arrastrar aire y proporcionar un contacto abundante con el aire; se realizd una polimerizacion
exotérmica y rapida y la temperatura se mantuvo entre aproximadamente 25° C y 35° C. Una vez comenzada la adicion,
el color amarillo de la hidroquinona oxidada aparecio rapidamente y después desaparecio, lo que dio como resultado
una solucién transparente.

Después de otros 50 minutos, la solucion transparente se ajustd a pH 7 a 8 mediante la adicion de acido clorhidrico
acuoso 1 M; el producto fue una solucion transparente, casi incolora (amarillo muy palido). (El espectro UV-visible de
200-600 nM del producto solo tenia una absorcion sustancial en el borde mas alejado de la regién 200-300 nM.)

La HPLC indicé que el rendimiento de la polimerizacion fue de 99-100% p/p, y cualquier mondmero residual fue inferior
a 1 ppm p/p; el MW fue de aproximadamente 1.000 Daltons. Cuando se prob6 hasta pH 1 (y hasta pH 14), el copolimero
permaneci6 soluble. El polimero tiene un contenido de carbonilo de aproximadamente 0-10% p/p.

El copolimero elimind in vitro, sin caldo, E. coli en 3 horas.

El copolimero tiene una actividad antimicrobiana in vitro sustancial contra bacterias S. aureus y E. coli. El Ensayo
microbiolégico se mantuvo inalterado luego del envejecimiento a 8° C/48 meses.

Se afiadio “polietilenglicol de MW 200 (120 mg) al copolimero (383 mg) y luego, una gota de hidréxido de sodio 1 M
para llevar el pH a 1 1; después de reposar a temperatura ambiente durante 2 horas, el pH se ajusté a 7,5 con una
gota de acido clorhidrico 1 My se mantuvo 3 dias. Ni la HPLC ni la actividad antimicrobiana del copolimero cambiaron
como resultado de este tratamiento.

Ejemplo 3

Este Ejemplo examina la actividad de los copolimeros del Ejemplo 1 y del Ejemplo comparativo 1 después de la
actividad repetitiva contra bacterias para examinar la propension de las bacterias a desarrollar resistencia (Véase la
Tabla 3).

Se inocularon tres organismos de ensayo -E. coli, S. aureus y P. aeruginosa- para lograr una concentracion
aproximada de 106 ufc/ml en las soluciones de ensayo; las soluciones de ensayo comprendian cada una 19 g de agua
destilada estéril, 1 ml de caldo de tripticasa de soja y copolimero (Ejemplo 1: 383 mg; 5,4% p/p con acroleina afiadida)
o Ejemplo Comparativo 1: 303 mg; una solucién al 6,7% p/p con acroleina afnadida). Las soluciones de ensayo
inoculadas, pH 6,5 a 7. 0, se incubaron luego a 37° C durante periodos de tiempo suficientes de manera que se
lograron aproximadamente 102-103 ufc/ml (0 99-99,9% de organismos) eliminados.

Se retird una alicuota de 1 ml de cada solucién y se mezclé durante un minuto con una alicuota de 1 ml alicuota de
caldo de tripticasa de soja; luego se afiadieron y mezclaron 8 ml de agua estéril. Posteriormente, se removieron las
alicuotas (1 ml ) de cada solucidn y se inocularon en césped mediante inundacion sobre placas de agar de sangre de
caballo (T durante 24-48 horas de incubacién a 37° C. Se realizaron recuentos visuales de crecimiento bacteriano en
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placas.

Se cultivaron generaciones sucesivas de E. coli, S. aureus o P. aeruginosa a partir de su seleccion mediante exposicion
repetida a un copolimero o amoxicilina; los organismos que sobreviven al tratamiento se cosecharon para otro ciclo
de tratamiento - procedimiento que se repite hasta 25 veces.

Ambos copolimeros del Ejemplo 1 y el Ejemplo Comparativo 1 continuaron logrando una reduccion normal de
aproximadamente 102-10% ufc/ml (o 99-99,9% de organismos) eliminados contra hasta 25 generaciones sucesivas de
E. coli, S. aureus y P. aeruginosa, respectivamente, y en cada caso, sin ningun signo de resistencia incrementada a
la actividad antimicrobiana de los copolimeros; los indices de eliminacion antimicrobiana de la generacién 1 y
generaciones de sus superbacterias derivadas, en comparacion, fueron las mismas.

Se considera que este es un método particularmente exigente para evaluar la propension de las bacterias a desarrollar
resistencia al antibidtico. Si la reduccion de los recuentos es de una magnitud de 103 durante cada uno de 25 ciclos,
se puede considerar que el germen resultante es el mas resistente en una seleccién de 1 en 1075,

Los estudios paralelos que comparan tratamientos similares de E. coliy S. aureus con una solucion al 0,35% p/p de
antibiético Amoxicilina dieron como resultado resistencia bacteriana después de la segunda y octava generacion,
respectivamente. El producto de copolimero de acroleina tenia indices antimicrobianos normales contra cada uno de
estas "superbacterias" generadas.

Los resultados se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3 - Numero de generaciones de microbios de resistencia

Copolimero Copolimero
(Ejemplo 1)
(Ejemplo Comparativo 1)
Sin caldo Con caldo Sin caldo Con caldo
S. aureus >12 >25 >11
\Amoxicilina 8 10
E. coli >25 >25
I Amoxicilina 2 8
P. aeruginosa >25 >25 >9
Amoxicilina 6

Ejemplo Comparativo 2 - Actividad antimicrobiana hidréfoba del polietilenglicol (PEG).

Se demostrdé una actividad antimicrobiana mediante un mecanismo hidréfobo fisico (a partir de PEG afiadido
solamente) por incubacién a 37° C, 20 g de agua, 0,299 g de una solucién al 30% p/p de PEG 2000, pH 6,5 y 10
e6cfu/ml de E. coli durante intervalos de tiempo de 0 minutos, 60 minutos, 24 horas y 48 horas, respectivamente; se
observo la eliminacion a las 48 horas.

Ejemplo 4 - Simulacion in vitro de condiciones acidas residentes en el estdmago

Por duplicado, la solucion acuosa de copolimero (1.,00 g) a agua (9 g) y luego se hace pH 2 mediante la adicion de
acido clorhidrico al 10%; también por duplicado, como pieza en bruto, una solucién acuosa de copolimero (1,00 g) se
traté de manera similar, pero sustituyendo el mismo volumen de agua para el &cido clorhidrico.

Todas se calentaron a 37° C/4 horas; después se ajustaron a pH 6,5 a 7,0, antes del analisis de sus propiedades
16
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fisicas, quimicas o microbioldgicas.
Ejemplos 5 a 9 - Experimentos in vivo

Todos los experimentos fueron previamente auditados y luego se supervisé el cumplimiento de los estandares
internacionales para asegurar un trato humano de los animales. Todos los experimentos se realizaron en laboratorios
independientes. En particular, todos los experimentos en los Ejemplos 6, 7 y 8 se hicieron en EE.UU. mediante
protocolos predisefiados especificamente para investigar la sepsis y bacteriemia; los protocolos fueron "cegados" de
la identidad de las soluciones de ensayo, tanto para el supervisor como para los asistentes. Todas las infecciones
estaban en 100 L, disefiadas para dar como resultado aproximadamente 107 ufc/ml de infeccion de sangre de raton;
los ratones eran de tipo BALB/c-diez por grupo en cada experimento. Los ratones se evaluaron mediante sacrificio
seguido por la cuenta de ufc/g de bacterias dentro del o los érganos o dentro de una escala de 1 a 7 de Puntuacion
de Salud, incluso (1; alerta y saludable) a (5; enfermo y pelaje muy arrugado, sacrificado) a (7; fallecido). Los protocolos
se tabulan y siguen.

Ejemplo 5

Este ejemplo examina la actividad in vivo del copolimero del Ejemplo Comparativo 1 y la eliminaciéon de bacterias de
la sangre durante 24 horas.

Se realizé un experimento preliminar con un copolimero PM 2500; Ejemplo Comparativo 1: 167 mg/kg de raton. Se
utilizaron dos grupos de 10 ratones: un grupo fue el grupo de tratamiento y el otro grupo no fue tratado. Ambos grupos
de ratones se infectaron con S. pyogenes mediante inyeccion de cola. 15 minutos después de la infeccion, el grupo
de ratones recibié una inyeccién de cola del copolimero del Ejemplo Comparativo 1 y el grupo no tratado, solucion
salina en lugar del tratamiento. La proporcién porcentual de incidencia (ufc/ml) de S. pyogenes en la sangre de los
grupos tratados y no tratados de ratones se monitored de 12 a 24 horas después de la infeccion y el resultado se
muestra en la Figura 1.

Resumen

Via de tratamiento: inyeccion de cola

Tiempo de tratamiento antes/después de la infeccién: 15 minutos después
Procedimiento de ensayo por copolimero: Ejemplo Comparativo 1; 167 mg/kg
Control negativo por via de infeccion: inyeccion de cola

Infeccion por: S. pyogenes

Para los resultados, véase la Figura 1

La Figura 1 demuestra en primer lugar, que el copolimero in vivo tiene actividad antimicrobiana y, en segundo lugar,
que las bacterias se eliminan naturalmente de la sangre dentro de veinticuatro horas (se determiné en otro lugar,
mediante ensayo, a los rifiones).

Ejemplo 6

Este Ejemplo examina la actividad in vivo del copolimero de la invencion del Ejemplo 1 contra bacterias resistentes a
antibidticos y compara la actividad con un control positivo (Oxacilina) y control negativo (solucion salina).

El copolimero de la invencion de MW 500; Ejemplo 1: 132 mg/kg de ratodn, la Oxacilina de control positivo, 500 mg/kg
y la solucién salina de control negativo se administraron por inyeccion de cola a tres grupos de 10 ratones antes de la
infeccion por inyeccion de cola con la superbacteria S. aureus (S. aureus USA300). Durante los siguientes 8 dias, se
registraron los indices de separacion de los ratones dentro de los 3 grupos. La figura demuestra que el copolimero in
vivo tiene actividad antimicrobiana contra la superbacteria S. aureus.

Los resultados del Ejemplo se muestran en la Figura 2.

Resumen

Via de tratamiento: inyeccion de cola

Tiempo de tratamiento antes/después de la infeccion: 10 minutos antes
Procedimiento de ensayo por copolimero: Ejemplo 1 (Ej. 1); 132 mg/kg
Control negativo por: Solucion Salina

Control positivo por: Oxacilina; 500 mg/kg
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Ruta de infeccién: Inyeccion de Cola
Infeccion por: MRSA (S. aureus USA300)
Para los resultados, véase la Figura 2.
Ejemplo 7

Este Ejemplo examina la eficacia del copolimero de la invencion delEjemplo 1 en el tratamiento de infeccion con
bacterias resistentes a antibiéticos y la seguridad del copolimero para administracion parenteral.

Dos grupos de 10 ratones cada uno, ambos tratados con el copolimero de MW 500; Ejemplo 1 (Ej. 1); 132 mg/kg de
ratén; un  grupo de ratones ("infectado") se infectd con la superbacteria S. aureus (S. aureus USA300) y el segundo
grupo ("no infectado") no se infectd con las bacterias.

Resumen

Via de tratamiento: inyeccion de cola

Tiempo de tratamiento antes/después de la infecciéon: 10 minutos antes
Procedimiento de ensayo por copolimero: Ejemplo 1; 132 mg/kg

Via de infeccion: infeccion por inyeccion de cola por: MRSA (S. Aureus USA300)
Para los resultados, véase la Figura 3.

La Figura 3 demuestra que, a esta concentracién, en primer lugar, el copolimero no es sustancialmente téxico y, en
segundo lugar, el copolimero in vivo tiene actividad antimicrobiana contra superbacterias S. aureus.

Ejemplo 8

Este ejemplo compara la eficacia del copolimero del Ejemplo 1 de conformidad con la invencién con el del Ejemplo
Comparativo 1 no de conformidad con la invencion.

Dos grupos de 10 ratones cada uno se infectaron con la superbacteria S. aureus (S. aureus USA300) y 24 horas
después, cada grupo se traté de manera curativa con el copolimero de MW 500 del Ejemplo 1 a 132 mg/kg de raton o
el copolimero de MW de 2500 del Ejemplo Comparativo 1 a 167 mg/kg de ratdn. La Figura 4 es un grafico de ratones
que sobrevivieron después de la seleccion debido a la morbilidad o mortalidad.

Resumen

Via de tratamiento: sonda

Tiempo de tratamiento antes/después de la infeccién: 24 horas después
Procedimiento de ensayo por copolimero: Ejemplo 1; 132 mg/kg

Tratamiento comparativo por copolimero: Ejemplo Comparativo 1; 167 mg/kg
Control negativo por: -

Control positivo por: -

Via de infeccidn: infeccidn por inyeccion de cola por: MRSA (S. aureus USA300)
Para los resultados, véase la Figura 4.

La Figura 4 muestra, en primer lugar, que el copolimero de bajo peso molecular de la invencién exhibe mayor actividad
en el tratamiento de infecciones parenterales in vivo y, en segundo lugar, que como control negativo (solucién salina)
dio una supervivencia comparable de solo 4 -el copolimero resiste el metabolismo inicial en el higado.

Ejemplo 9

Este ejemplo compara el indice de supervivencia después de la infeccidon con bacterias resistentes a antibidticos de
sujetos tratados con copolimeros de la invencion del Ejemplo 1, con copolimeros del Ejemplo Comparativo 1, un control
positivo (Oxacilina) y un control negativo (solucién salina).

Cuatro grupos de 10 ratones cada uno se infectaron con la superbacteria S. aureus (S. aureus USA300) y 24 horas
después, cada grupo fue tratado curativamente con el copolimero de MW 500 del Ejemplo 1 (Ej. 1) a 132 mg/kg de
ratén, el copolimero de MW 2500 del Ejemplo Comparativo 1 (EC 1) a 167 mg/kg de ratdn, oxacilina de control positivo,
500 mg/kg y solucién salina de control negativo, respectivamente. La Figura 5 es un grafico que muestra el nimero
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de ratones separados debido a la morbilidad o mortalidad.

Sumario

Via de tratamiento: inyeccion de cola

Tiempo de tratamiento antes/después de la infeccion: 24 horas después
Procedimiento de ensayo por copolimero: Ejemplo 1; 132 mg/kg

Tratamiento comparativo por copolimero: Ejemplo Comparativo 1; 167 mg/kg
Control positivo por: Oxacilina; 500 mg/kg

Control negativo por: Solucion Salina

Via de infeccién: infeccién por inyeccion de cola por: MRSA (S. aureus USA300)
Para los resultados, véase la Figura 5.

Es evidente a partir de la Figura 5 que el copolimero de inferior MW es mas eficaz; también dio a los ratones
supervivientes la puntuacion de salud mas baja (mas saludable) = 1,0 comparado con 3,3, 2,5y 3,3, respectivamente,
lo que indica que su grupo ha recobrado una buena salud de manera mas efectiva.
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REIVINDICACIONES

1. Un copolimero para usar en un método de tratamiento de una infeccién parenteral en un sujeto, donde el
copolimero comprende un segmento derivado de acroleina y un segmento de oligdmero de polialquilenglicol y tiene
un peso molecular de no mas de 1000 Daltons.

2, El copolimero para el uso de conformidad con la reivindicacion 1, donde el segmento derivado de acroleina
es un oligémero de poliacroleina que comprende dos o mas residuos de acroleina.

3. El copolimero para el uso de conformidad con la reivindicacién 1 o la reivindicacion 2, donde el segmento de
oligémero de polialquilenglicol es un polietilenglicol de peso molecular en el intervalo de 200 a 600 Daltons.

4. El copolimero para el uso de conformidad con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la
infeccion parenteral se selecciona del grupo que consiste en infecciones de la sangre (bacteriemia), meninges,
pulmones, tracto urinario, senos, piel, heridas, abscesos y procedimientos quirurgicos.

5. El copolimero para el uso de conformidad con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la
infeccién parenteral es una infeccion resistente a antibiéticos.

6. El copolimero para el uso de conformidad con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la
infeccion parenteral se selecciona entre sepsis y bacteriemia.

7. El copolimero para el uso de conformidad con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el
copolimero se administra por una via seleccionada del grupo que consiste en administracion oral, inhalacién,
administracién transdérmica e inyeccion.

8. El copolimero para el uso de conformidad con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el
copolimero se administra por terapia intravenosa.

9. El copolimero para el uso de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el
copolimero se administra como una solucién acuosa que comprende el copolimero en el intervalo de 0,01 (3/0 en
peso al 20% en peso de la solucion).

10. El copolimero para el uso de conformidad con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el
copolimero se administra sistémicamente a una dosis en el intervalo de 1 mg a 1000 mg por kilogramo de peso
corporal por dia.

11. El copolimero para el uso de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la infeccion
es una infeccion bacteriana, seleccionandose las bacterias del grupo que consiste en Proteus spp, Serratia spp,
Pseudomonas aeruginosa, Neisseria meningitidis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus spp. Coagulasa negativa, Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae 'y Enterococcus spp.

12. Un copolimero que comprende un segmento derivado de acroleina y un segmento de oligémero de
polialquilenglicol, donde el copolimero tiene un peso molecular de no mas de 1000 Daltons.

13. El copolimero de conformidad con la reivindicacion 12, donde el segmento de oligémero de polialquilenglicol
es polietilenglicol de peso molecular en el intervalo de 200 a 600 Daltons.

14. El copolimero de acuerdo con la reivindicacion 12, formado por polimerizacion de acroleina en condiciones
de catdlisis alcalina a un pH de no mas de 12,0 en una solucion acuosa que comprende al menos 20% p/p de agua
y oligémero de polialquilenglicol en una relacién en peso de polialquilenglicol / acroleina de al menos 4.

15. Un proceso para la preparacion de un copolimero que comprende un segmento derivado de acroleina y un
oligdmero de polialquilenglicol y que tiene un peso molecular de no mas de 1000, que comprende polimerizar
acroleina en condiciones de catalisis alcalina a un pH de no mas de 12 en una solucién acuosa que comprende al
menos 20% p/p de agua y oligémero de polialquilenglicol en una relacion en peso de polialquilenglicol/acroleina de
al menos 4 para proporcionar dicho copolimero.
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RESUMEN

Un método de tratamiento de infeccion en un sujeto que comprende administrar al sujeto un copolimero que
comprende un segmento derivado de acroleina o un segmento de oligdmero de poliacroleina y un segmento de
oligbmero de polialquilenglicol, el copolimero tiene un peso molecular de no mas de 1500 Daltons.
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Figura 1
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Figura 3
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Figura 5

Sepsis en ratones por
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