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/ ANEXOS \

E Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud.
D Documento que acredita la existencla y representacion legal cuando el solicitante sea persona ]url'dlca.
D Documento de Representacién Legal.

D Documento de cesidn del inventor al solicitante o a su causante.
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[J copia de la solicitud intemacional. (Resumen, descripcién, relvindicaciones, dibujos)
E Traducclon de la solicitud Internacional al castellano. (Resumen, descripcién, reMndlcaclones,dii,uj o8)

E Copia del examen preliminar Intemacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen
Preliminar (IPEA).

E Traduccién del examen preliminar intemaclonal efectuado por la IPEA.

l:l De ser el caso, copia del contrato de acceso.

D De ser ol caso, documento que acredlite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos tradicionales
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E Otros: Reporte de Blisqueda Internacional con su traducciSn, Publicacifn con su
traduccifn y Opinidn Escrita con su traduceifn.

@ FIGURA CARACTERISTICA:
r

" v

@  solcto ta concasien;ds e paterve; - e P
R A i I_ . --. 'NOMBRE: -

FIRMA:




SIPERNDISTRIA Y OBEYID
Kadreaciom » 65949785 BERR SRR
Fecha (A} 2995953 1118055

Trite ;013 PT-RATENT 379 F
Feperdenciar 2629 DIVISIGNH 3¢ mmﬂfﬁllﬂgl FeEse

Folios: &

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y CONERCID

RECIBD OFICIAL DE CAJA ¢ 03 -
FECHA

3,753
1 MAYO 18 DE 2005

NIT : 800175089-2

figd CONSIENACION 2

DEPOSITANTE TIPOD PASD BARCD CUENTR No. PAGD FECHA PO Vr. PASD
LLOREDA Y CIA 8. A COMSIBMACION  BANCO POPLAR  050-00110-4 T30 18/05/200% 8,937.000.00
it C O NCEPRPTO it
CANT. REMTISTICO CONCEPTO TOTAL COMCEPTD
1 50005-01-01 SBLICITUDES ! TRAMITES DE SOL. DE PATENTE DE IN 443,000.00

443,000.00

SoM:

RESPONSABLE @

TOTAL ¢ $

CUATROCIENTOS CUARENTA ¥ TRES MIL PESDS

RECIBO DOE CAJA APLICABO AL EIPEDIENTE No.




EXTRACTO PARA PUBLICACION 3
Industria y Comercio SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION

SUPERINTENDENCIA

®

* No. SOLICITUD
INTERNACIONAL : pCT/UUS2002/037948
(51) INT. CL.: A81K 7/06
(21) No. SOLICITUD:
(22) FECHA DE _
PRESENTACION:  23-05-2005 (m soLicrTanTe: UC TECH
(30) PRIORIDAD:
_(31) No. DE SOLICITUD: (72 INvENTORES: ALVERDY, John, C., M.D.
{ (3 FECHADE
PRESENTACION:
(33) PAIS: (74) REPRESENTANTE  ALICIA LLOREDA RICAURTE
) LEGAL:
(54) TITULO:

MATERIALES Y METODOS PARA PREVENIR Y TRATAR DESORDENES EPITELIALES MEDIAD S
POR MICROBIOS

#}

atmm w
. 4= e

(57) RESUMEN:
Relvindicaclén nimero 1.-

Un método para reducir la probabilidad de mortalidad en un animal con una condicién
anormal que comprende una superficie epitelial en riesgo de desarrollar un desorden

‘'mediado por microbios, que comprende la administracién de una dosis efectiva de

polistilen ghicol (PEG) a un animal en necesidad de este, en donde el PEG tiene un peso
molecular promedio de al menos 5,000 daltons.

Relvindicacién nimero 32.-

Una composicidn famacéutica que comprende polietilen glicol de al menos 15,000
daltons de pesc molecular promedio, y un adyuvante, vehiculo o diluyente adecuado.
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Solicitnd Internacional No.
PCT/US 02/37948

A. CLASIFICACION DE MATERIA
IPC(7): A61K 7/06, 39/108

US CL: 424/70. 11, 257.1, 259.1, 260.1
Segin la Clasificacién de Putentes Internacional {CPI) o segiin I clasificarién nacional y 1a CP1

| B. CAMPOS BUSCADOS

Documentacita minima buscada (sistema de clasificecion seguido de sfmbolos de clasificacion)
U.S.: 424/70, 11, 257.1, 259.1, 260.1

Documentacién buscada fuers de documentacion minima hasta donde dichos documnentns se incluyan en los campos buscados

Base de datos electninica consultada durante Ia tiisqueds internacional (nombre de Ia base de datos y, donde sea prictico, buscar términos usados)

MEDLINE, BIOSIS, PUBMED, EUROPATFUL, USPATFUL, BIOSCI, CAPLUS, JAPIO

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categria ®

Citacidn de documentn, con indicacidm, donde sea apropiado, da los texios relevantes

Relcvante s la reivindicacion No.

Y

AMMORI et al. Aumento temprano en la permeabilidad intestinal en
pacientes con pancrestitis aguda severa: correlacién con endotoxemis,
falla de drgano y mortalidad, Journal of Gastrointestinal Surgey. Volumen
3, Issue 3, mayo-junio1999, ver el resumen.

LAUGHLIN et al El papel findamental de la lectina PA-1 de
pseudomona aeruginosa en sepsis experimental derivada de intestino.
Annals of Surgery, julio 2000, volumen 2000, Nimero 1, piginas 133-
142, Ver el resumen.

ALVERDY et al. 1a sepsis derivada del intestino ocurre cuando el
patdgeno correcto con los genes de virulencia correctos encuentran el
huésped correcto. Annals of Surgery, 2000, volumen 232, pdginas 480-
489. Ver resumen.

BAJOLET-LAUDINAT et al citotoxicidad de lectina PA-1 interna de
pscudomona acruginosa para células epiteliales respiratoriag en cultivo
primario. Infection and Immunity. octubre 1994, volumen 62, nikmero 10,
péginas 4481-4487, ver documento completo

18 y 2531

9-16y17-22

9-16y 23-24

9-16y 23-24

En ¢ recuadio C st enumeran mis documentos.

] e e anexo sc enumeran micmbros de ta familis de patentes.

* Categorias especiales de documentng citados:

‘A' documento que define ¢l evtado general de 1n téenicn el cual no se
considera de retevancia particular

'E' documento anterior pero publicado en o despuds de I fecha de
presentacidn intemnacional

'L’ documenio que puede arrojar dudas sobre reivindicaciones de
pricridad o que se cita parn extablecer In fechs de publicacion de otra
citacién u oira rezdn especial (segin se expecificn)

In invencidn

T documento posterior publicado despuds de Ia fecha de presentacidn
internacional o fecha de prioridad y que no estl en conflicto con ls
solicitud pero citsdo para entender el principio o tearia que sustenta

X documetio de relevancia particular; la invencidn reivindicads no

pucde considerarse nueve o no puede considerarse que comprende
un paso inventivo cuando el documento se toma solo

Y documento de relevancia particular; ta invencidn reivindicada no
pucde considerarse que comprende un paso inventivo cuando cl
documento se combina con uno o mis documentos, siendo dicha

‘0" documento que so refiere & una revelacidn oral, use, exhibicidén u
otros medios

‘P documento publicade antes de Ia fecha de presentacidn internacional

combinacidn obvia pars una persona experta en la técnica
‘&' documenio micmbro de Is misma furmilia de patentes

de Ia fecha de prioridad reivindicada _

Fecha da In terminacién real de Ia bisqueda internacional Fecha de envie por cesreo del reporte de bisqueda intemacional
23 de Febrero de 2003 (23.02.2003) 24 de julio de 2003

Namibre y direccion del comreo d¢ ISA/US Funcionario autorizado

Comigionaclo de Patentes y marcas

:roxl'_Cl‘ D.C. 2031 Vanessa L. Ford
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e TR S ot




wl

5

Solicitud Intemacional N
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/US 0237948
C. (Continuacién) DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES
Categoria® | Citacién de documento, con indicacian, donds sea epropiada, de lon tcxtos relcvantcs Relevante a la reivindicacion No.
Y WINZER ctal Las lectinas PA-IL y PA-IIL. de pseudomona aeruginosa 17-22
son controladas mediante quorum sensing y mediante RpoS. Joumal of
Bacteriology. Noviembre 2000, piginas 6401-6411, ver documento
completo.
X US 5, 169, 627 A (CUNNINGHAM-RUNDLES) 8 de diciembre de 1992 32
—_— (9.12.1992), colurnna 5, lineas 1-22, —
Y 34y 69-75
Y US 6, 126, 933 A (WARNE et al) 03 octubre 2000 (3.11.2000) ver 33yis47
—_ documento completo. —_—
A 58-68
Y ESPAT el al. PEG-BP-20 Iz monoterapis con PEG-BP-30 atermz Ia 46-53
cascada inflarmatoria mediads por citoquina en el choque séptico por
escherichia coli en babuinos. Journal of Surgery Research. Julio 1995,
volumen 59, mimero 1, piginas 153-158. Ver ¢l resumen.
A SPITZ et al caracteristicas de la barrers epitelial intestinal durante la 56-57
manipulacidn dietaria y el estrés glucocorticoide .Crit Care Med. 1996,
volumen 24, piginas 635-641, ver resumen.
X
US 6, 074, 671 A (OLDHAM et a) 13 de junio de 2000 (13.06.2000), 54-55

columna 7, lineas 40-67.

Formg FCTASA/Z10 (contioaciie de in njs scgumds) (ullo L991)
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jcation No.
INTERNATIONAL SEARCH REPORT Interpational applicatton No
PCT/US0O2/37948
A, CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER
IPC(7) :  ASLK 7/06, 39/108
UscCL s 4241 70.11, 257.1, 259.1, 260.1
According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and [PC

B. FIELDS SEARCHED

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)
U.S. : 424/ 70.11, 257.1, 259.1, 260.1

Documentation searched other than minimum documentation to the exteat that such documents are included in the fields searched

Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practicable, search terms used)
MEDLINE, BIOSIS, PUBMED, EURCPATRUL, USPATFUL, BIOSCI, CAPLUS, JAFIO

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Catagory * Citation of docoment, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No.

Y AMMOR] etal. EBarly Increase in Integtinat Permeability in patients with severe acute 1-8 and 25-31
pancreatitits: Correlation with endntoxemia, organ fallure, and moriality. Joumnal of
Gastrointestinal Surgery. Volume 3, Igsue 3, May-June 1999, See the Abstract.

A LAUGHLIN et al. The key role of pseudomonas aeruginosa PA-I lectin on experimental 9.16 and 17-22
gut-derived sopsis. Annals of Surgery. July 2000, Volume 2000, Number 1, pages 133~
142, See the Abstract.

A ALVERDY et al. Gut-derived sepsis occurs whea the right pathogen with the right 9-16 and 23-24

vimlence genes meets the right host. Annals of Surgecy. 2000, Volume 232, pages 480-
489, See the Abstract. _

A BAJOLET-LAUDINAT et al Cytotoxicity: of pseudomonas acruginesa internal lectin 9-16 and 23-24
PA-I to respiratory epithelial cells in primary culture. Infection and Immunity. October
1994, Volumne 62, Number 10, pages 4481-4487, see entire document.

Funherdommenuarelistedinlheconﬁmmﬁonofmc. D Ses patent family annex.

. Speclal catepguries of cited docoments; - Iater document publisheit after the inteinational Afing dss oc pricrity
dote end ot in conflict with the application but cited to ederstand tie
*A"  document defining ths generat stxta of the art which is not consldered to bs principle or theory underiying the iwvention
of particular relevance
“x document of particular relovmxe; the claimed invention cannot be
“B*  carlior application or patent published on or after the bntemational filing date considered navel ar caneot be corsidered to luvolve an inveatve s2p
when the document iy taken alone
“L"  document which may throw doubts on priority claim(s) or which Is cited to
establish the pubiication date of another citation or other speclal reason (as “yY* docoment of pardcalar relevanse; the claimed hvention cannot be
specificd) comidered o lavolve an inveotive step when the docmsxt is
. :uﬂimdwﬂmummmmmm
*0" docxmett refercing to an ocal disclosure, use, exhibition or other meamy being obvious 1o & pemon skiiled In (e art
“P"  dosunent published prior to the intornstional fMling date bt lator than the ‘& document member of the samo patent family
piority dsts chimed
Date of the actual completion of the international search Dateofmallmguf ﬂm mternaﬂ

23 Februacy 2003 (23.02.2003)

Name and mailing addresa of the ISA/US
Commistiones of Patents ond Trademarke
Box PCT

Washington, D.C. 20331

Facsimile No. (703)305-3230 Telephone No. (703) 308-4735

Form PCI/ISA/210 (second sheet) (uly 1998)
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Y WINZER ot 1l The psetidomonas asruginosa lecting PA-IL sd PA-ITL. s controtbod by 172
quarum snxing sod by RpoS. Joumsl of Bactericlogy. Novamber 2000, peges 6401-
6411, soo entiro doument
X UX 5,189,627 A (CUNNINGHAM-RUNDLES) 0f Decarnber 1992 (9.12.1992), colnmn 2
— 5, Hnes 1-22.
Y M xnd B-75
Y US 6,126,973 A (WARNE ot al) 03 October 2000(3.11.2000). See entits dooument. 33 and 3547
A 58-68
Y BSPAT et al. PEO-BF-30 monotherapy sttannates the oytoirins-madicted inflermatary 46-13
cascado in baboon secherichia coll septic shock.  Jowrmsd of Surgary Research. July
1995, Yolums 39, Number 1, pages 153-158. Soe the Abstract. '
A SPTTZ st al Charasteristics of the intrytina] spithelial barrier doring distary meripolation 56-57
sod glococorticold strema. Crit Care Mod. 1996, Volomen 24, pages 635-541. sce
Abstract :
X US 6,074,671 A (OLDHAM et al) 13 Jone 2000 (13.08.2000), coliurm 7, Lines 40-67. 14-55

Porm PCT/ISA/210 (sccand sheet) (Toly 1996)




(12) SOLICITUD INTERNACIONAL PUBLICADA SEGUN EL TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES (PCT)

(19) Orpgantzacién Mundial de Propiedad Intelectual
Oficing Internacional

(43) Fechn de Publicacién Internacional
10 de Junlo de 2004 (10.06-2004)

PCT

(10) Nlimero de Publicaciin Internacional

WO 2004/047778 Al

0.

* . (1) Clasifiescién Internacional de Patentes”; AG61K 7/06,
19/108

(21) Nimero de Sollcitud Internsclonal: PCT/US2002/037948

(22) Fetha de Registro Interaacional: 26 de noviembre de 2002
(26.11.2002)

25) Idioma de registro; Inglés

(26) Idioma de Publeacidn: Inglée

(71) Soliditants (Para todos los estados designados excepto Estados
Unidos)»UC TECH [US/US]; 5640 South Ellis Avenue,
Suite 405, Chicago, IL 60637 (US).

(71) Inventores; y

(75) Inventores/soliciiante (pamm Estados Unidos solamente):
. ALVERDY, John, C, M.D [US/US]: 921 Club Circle,
. ="y Qlenview, IL 60025 (US)-

(74) Agente: MERKEL, Willam, K.; Marshall, Gerstein &
Borun, 6300 Secars Tower, 233 S. Wacker Drive,
Chicago, IL 60606-6357 (US).

LU, LV, MA, MD, MG,
PH, PL, PT, RO, RU, SD,
TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN,YU,ZA, ZM, ZW.

(AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM) Patente
(AT, BE, BQ, CH, CY, CZ, DE, DK, EE, ES, FI, FR, GB, GR,
IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE, SK, TR), Patento OAPI (BF, BJ,
CF, CG, CI, CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD,
TG).

Pablleado:

— con reporte de Bisqueds Internacional

Para lox cidigox de dox letras y otrax abreviaturas, reflérase a "Laz Notax
Gulas sobwe Cddigas y Abreviaturas” que aparecen al comismxo de coda
emisién regulor de la Gaceta PCT.

() Timk: MATERIALES Y METODOS PARA
MEDIADOS POR MICROBIOS

PREVENIR Y TRATAR DESORDENES EPITELIALES

(57) Rewwmen: L8 presenta invencién proves composiciones farmacéuticas en forma de polimeros
blocompatibles de peso molecular relativamente alio tales como polietllen glicol, opcionalments
complementadas con un polimero protector como dextrén y/o nutrientes patdgencs esenclales tales como
L-glutamina. Tamblén se proveen métodos para prevenir o tratar la sepsis derivada del intestino, atribulble
a patdgenos Intestinales talea como Pseudomonas aeruginosa, mediante la administracién de polletiien
glicol de alto peso molecular, asl como los métodos para monitorear la administracién de polietilen glicol de

. alto peso moleculer, tal como en métodos para pravenir, allviar o tratar desordenes epltellales inducidos por
microblos, como los ejemplificados por la sepsis derivada del intestino. Frecuentsmente, la sepsis derivada
del Intestino surge como una complicacién en los mamiferos que se recuperan de Intervencién quirirgica o
sufren de una enfermedad o desorden, proporcionando Indicaclones de animales adecuados para recibir
tratamiento preventivo. Finalments, la Invencién provee una composicién que comprende formula de
infante y polietilen glicol, y métodos para usar esta composicion.
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Furopean patent (AT, BE, B@, CH, CY, CZ, DE, DK, ER,
ES/ FL FR, GB, GR, IE; IT, LU, MC, NL, PT, SE, SK,
TR), OAPT patent (RF, BJ, CF, CG, CI. CM, GA, GN, (K,
OW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Publlshed:

with imlernational search repart

For two-latter codss and othar abbredarions, refar 1o the ~“CGuld-
ance Notes on Codes and Abbreviations” appearing at the begin-
ning of each regular lrsue of the PCT Gazelle.
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(57) Abstract: Tha present invention provides pharmaceatical compositioms in the form of relettvely high moleculsr welght blocom-
<= patlblo polymer such as pelyethylone glycol, optionally supplemonted with 8 protoctive palymer such ad dextran andéor essential
¥ pathogon nutrients such as L-glulamine. Also provided are methods for preventing or treating got-derived sepris attributable Lo in-
& testinal pathogens soch as Fseudomonar aeruginosa by administering high molecular weight polyethylene glycol as well as methods
= for monitoring the administration of high molecular weight polyethylene giycol, such as in methods of preventing, ameliorating or
treating microbe-indoced eplthelinl disorders, as exemplified by gut-derived sepsis. Freqoently, gut-derived sopsis ariscs ss a com-
plication {n mammals recovering from surgical intervention or suffering from a disease or disorder, providing indications of suitable
2nimals to recetve preventative treatment. Finally, the iovention provides 8 composition comprising infant formule and polyethylene
glycol and methodx for using that compoxition.
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Dela
AUTORIDAD EXAMINADORA PRELIMINAR INTERNACIONAL
OPINION ESCRITA
Para: (PCT Regla 66)
WILLIAM K. MERKEL :
MARSHLL GERSTEIN & BORUN
233 S. WACKER DRIVE
6300 SEARS TOWER Fechn de envio
CHICAGO, IL 60606-6357 (dia/mes/afn) 6 de octubre de 2004
Registro de referencia del solicitante o agente RESPUESTA VENCE
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27373 /38306 ds envio
Solicitud Internacional No. Fecha de registro internacional Fecha de priorided
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PCT/US02/37948 26 de noviembre de 2002 (26.11.2002)

Clasificncién Internacional de Patentes (IPC) o dasificackin naclonal e IPC 7

IPC(7): A61K39/108y US CL.: 424/260

Solicitante

UCTECH

1. Esta opinifn escrita 1a redacta primerg (primero, efr) la Autoridad Examinadora Preliminar Internacional.
2. Esta opinién contiene indicaciones relacionadas con los sigulentes ftems:

I
1)
m
v
v

Bases de opindon

Prioridad

No establecimiento de opinidn respecto a novedad, nivel inventivoy  aplicabilidad Industrial
Falia de unidad de invencién

declaracién razonada de segin la regla 66.2(a)(if) respecto a novedad, nivel inventivo o aplicabilidad
industrial; citaciones y explicaciones que sustentan dicha afirmacifm,

Clertos documentos citados
viI Clerins defectos en 1a solictud internacional
v Ciertas observaciones sobre la solicitud internacional
3. H slidianie por ¢ presonte estd invitado a confestar a esia opinidn.
Jmn?v-dhmhdehmpuﬂndnmmmﬂh e pote; amioy

Vi

000 RrOOOR

JComo? mmmmumnmum—nmamm Regla 663,
Para el formulario y el idioma de las enmiendas, ver las Reglas 66.8 y 66.9

También Para una opartunidad adicinnal de presentar enmiendas, ver Regla 66.4.
Para la obligacidn del eaminador de considerar las enmiendas y/o argumentos, ver Norma 66.4bis.
Para una comunicacidn informal con el examinadar, ver Regla 66.6.

81 no se regista una respuesta, ¢l informe del examen preliminar internaclonal se establecerd segin esta opinién.

4. La fecha final por medio de la cual se debe establecer el reporte del eamen preliminar intemnacional seginla  Regla 692
= 26 doparm dg 2005 (26,00 2005)

Nombre y direccién de correo de IPEA/US Funcionario autorizado
Mhnil Stop PCT, Attn: IPREA/US
Commissioner for Patents Vanessa L. Ford
P.O Box 1450
Alexandris, Virginia 22313-1450
Facsimil No. (703) 305-3230 Teléfono No. (5711 272-1600

Forma PCT/IPEA/408 (carétula) (Julio 1996)
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Solicitud internacional No.
OPINION ESCRITA PCT/US02/37948 \ \

L Base de la opinién

1. Respecto a los elementos de la solicitud internacional:*

la solicitud internacional segin se presentS originalmente

E la descripcion:
Piginas 1-37 , como originalmente se presentaron
piginas NINGUNA , presentadas con la demanda
pdginas NINGIINA , presentadas con Ia carta de

E Ias refvindicaciones:
piginas 38-46 , como originalmente se presentaron
péginas NINGIINA » Scgiin sc enmendaron (junto con cualquier declaracién) de conformidad con ¢ articulo 19
péginas NINGUNA , presentadas con la demanda
péginas NINGUNA . presentadas con Ia carta de

los dibujos: .
péginas 1-6 » COmMO originalmente se presentaron <4
pdginas NINGUNO . presentadas con la demanda
péginas NINGUNO » presentadas con la carta de

D la secuencia que enumera parte de la descripcién:
péginas NINGUNA , como originalmente s¢ presentaron
péginas NINGUNA » presentadas con la demanda
péginas NINGUNA » presentadas con la carta de

2. Respecto al idloma, todos los elementos marcados anteriormente estuvieron disponibles o fueron|
suministrados a esta Autoridad en el idioma en el cual la solicitud internacional fue presentada, a menos que
se indique lo contrario bajo este ftem.

Estos elementos estuvieron disponibles o fueron suministrados a esta Autoridad en el idioma —_—
el cual es:

[[] el idioma de una traduccién suministrada para una btisqueda internacional (segiin la Regla 23.1 (b)).
[[] el idioma de una publicacién de la solicitud internacional (segiin la Regla 48.3 (b)).
EI el idioma de la traduccién suministrada para el examen preliminar internacional (segiin las Reglas 55.2|
y/055.3).
3. Respecto al nucleétido y/o secuencia amino scida revelado en la solicitud internacional, se llevé a cabo el }
examen preliminar internacional segiin el listado de secuencia:
D contenido en la solicitud internacional en forma escrita.

D presentada junto con la solicitud internacional en forma legible por computador.
D proporcionado subsiguientemente a esta Autoridad en forma escrita.
proporcionado subsiguientemente a esta Autoridad en forma legible por computador.
D Se ha proporcionado la afirmacién respecto a la cual el listado de secuencia escrito proporcionade
subsiguientemente no va mis alld de la revelacién en la solicitud internacional segin se registrd.
[[] Se ha proporcionado Ia afirmacitn respecto a la cual Ia informacién registrada en forma legible por
computador es idéntica al listado de secuencia escrita.
4, E Las enmiendas han resultado en Ia cancelacién de:
B4 1a descripcién, paginas _NINGUNA
& las reivindicaciones, Nos. NINGIINA
. X losdibujos, pégina/fig-  NINGUNA
5, D Este informe ha sido establecido como si (algunas) las enmiendas no se hubiesen hecho, ya que se ha

considerado que van mds alli de la revelacién segin se registr6, como se indicé en Casilla
" Suplementaria (Regla 70.2 (c)).**

* Las pdginas de remplazo que se han proporcionado a la Oficina que recibe en respuesta a una invitacion segiin el
Articulo 14 a las que se hace referencin en esie reporte como “presentadas originalimente

Forma PCT/IPEA/ 408 (Casilla I) Julio 1996)
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Solicitud internacional No.
OPINION ESCRITA PCT/US02/379948

‘| V. Afirmacién razonada bajo la Regla 66.2(a)(if) respecto a novedad, nivel in;rentivo o aplicabilidad industrial; -

R

citaciones y explicaciones que sustentan dicha afirmacién

I,onsena composiciones que comprenden poliatilen glicol para tratar y prevenir enfermedades de Intestino Inﬂamamrlo

1. Afirmacién : *Fi
Novedad (N) Reivindicaciones NINGUNA SI
Reivindicaciones 1-75 NO
+ * Nivel inventivo (IS) Reivindicaciones NINGIINA SI -
' Reivindicaciones  1-75 NO
Aplicabilidad industrial (IA) Reivindicaciones 175 SI '
Reivindicaciones  NINGLINA NO
2. CITAS Y EXPLICACIONES

Las relvindicaclones 1-45 y 568-75 carecen de navedad bajo el Articulo 33(2) PCT segdn lo enticipado per
CUNNINGHAM-RUNDLES (5,169,627). La técnica pravia ensefia una composicion farmacéutica oral que cnmprende.._
polietilen glicol. La técnica pravia también ensefia los métodos para reconstituir la iInmunidad secretoria en u:_'-f;
paciente que sufre de una deficlencia Inmune sacretoria, que comprande la administracién de una cantidad. efectiva
'dg_ polietilen glicol con inmunoglobulinas de suero. La técnica previa ensefla que las composiclones pueden ser
administradas a los niflos o pacientes con una deficlencla, o paclentes con una inmunodeficiencla gastrointestinal de
'IgA comprometida. La técnica previa anticipa la invenci6n relvindicada.

1
Las reivindicaciones 54-55 carecen de novedad bejo el Ariculo 33(2) PCT como lo anticipa OLDHAM ET AL,
(6,074,871). La técnica previa ensefia un condén recublerio con lectinas en un vehiculo tal como pollstilen glicol. La
técnica previa ensefia que la Invencidn previene enfermedades transmitidas sexualmente. La técnica previa anticina
la Invencién relvindicada. '

Las reivindicaclones 48-51, bajo el Articulo 33(2) PCT como lo anticipa BLUM ET AL. (5.681,177). La técnica prevla :
ens-ana composiciones que comprenden polietilen glicol para tratar y prevenir la irritacién de la plel. :_,__

N
:!.gs Lalwndlcauones 52-53 bajo el Articulo 33(2) PCT como lo anticipa WARNE ET AL. (6,126,833). La técmca prwla '
-Aunque Ia entericridad no ensefia especificamente que las composiciones que comprenden polietilen glicol se usan
especificamente para Irigar al menos una porcién del tracto urinario, serfa obvio para el experto en la técnica a-i'-
momento en que la invencidn se hizo, usar polietilen glicol que contlene composiciones para imigar e tracto urinario }
p&muo la técnica previa ensefla esas composiciones que comprenden polletilen glicol para tratar y prevenir las
enfermedades de Intestino Inflamatorio.

F

——NUEVAS CITACIONES————— :
US 5,881,177 A1 (BLUM et &l), Agosto 26 de 1887, ver columnas 3-4. {
. .
. ‘Féua FCT/IPEA/408 (Casflla V) (Julio 1996) .
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Solicftud internacional No.
PINION ESCRITA PCT/USD2/37948

Casilla Suplementaria
(Para ser usada cuando el espacio en cualquier cuadro anterior no sea suficiente)

TIEMPO LIMITE: '
El tiempo limite expuesto para responder a una Opinién Escrita no puede ser extendido. 37 CFR 1.484(d). Cualquier respuesta
recibida después de la expiracidn del tiempo limite expuesto en la Opinién Escrita no serd considerada en la preparacidn del
Reporte de Examen Preliminar Internacional

Forma PCT/IPEA/408 (Casilla Suplementaris) (ulio 1996)



PATENT COOPERATION TREATY

From the

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINING AUTHORITY

To: :

mm%msmm&anNRECEI\fED
2313 §. WACKER DRIVE
6300 SEARS TOWER

CHICAGO, IL 60606-6357 Lo 7004

PCT

WRITTEN OPINION

A\

PCT/USI2/37943

26 November 2002 (26.11.2002)

STEL (PCT Rule 66)
VARSHALL GERSTEL
Mof e
Applicant's or agent's filo reforence (dayime D{mdms
Intrroational within 2 months/days from
the above date of .
application No. Interrational flling date (day/ ! ] — wm."mi

IPC(T): ASIK 39/108 and US Cl.: 424/260

Interrationa] Petem Classification (IPC) or both matiora] clags ffication and [PC

Applicam
UC TECH

DOCKETED: 1+ /ult

1 D<) Bass of the optaio
n [ ] Priocky

m
v [ ] Lack of untry of tavention
v

VI D Certain documenta cited

4. The final date by which the international prelminzry

3. The spplicant i hereby bavited to reply to this opinion.

1.  This wriren oplolon s the firt  (first, oic,) drawn by this Interoational Prediminary Examining Aunthoriry.
2. Tha opinion comaims indications reating o the following items:

D Noo-establiahment of opmion with regard to novelty, ioventive step and industrial applicability

@ Reasoned statement under Rule 66.2 (a)(ii) with regard to noveiry, nventive step or industrial applicabiliry;

v D Certain defects In the international application
Vi D Certain observations on the mternational spplication

By submiming a wrinen reply, accampaniexd, where appropriawe, by amendmenm, according to Rule 66.3.

When? Sec the time limit indicated shove. p-apeilocn o h

s Auihority-10-gram-an-exiomsion—See-rule-§bd (&)~
How?

For the form and the languagre of the smendments, see Rules 66.8 and 66.9.
Also

For an sddithonal opportunity to submit amendments, see Rule 66 4.
For the exzminer’s obligation to consider amendments and/or irguments, see Rule 66.4 bis.
For an (nformal communication with the examiner, see Rule 66.6

I mo reply is fled, the tmermational prelimimary examimation repart will be established on the basis of this opmion.

exxminarion repost must be established according to Rule 69.2 i: 26 March 2005 (26.03.2005)

Name and mailing address of the [PEA/US
Mall Siop PCT, Axn: IPEA/US
Commimionc for Patenn
P.O. Box 1450
Abexartria, Virginia 229131430

Facsimile No. {703) 305-3230

Telephone No. (571) 272-1600

Form PCT/TPEA/408 (cover sheet)(July 1998)
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3 [neermationa] epplication No
WRITTEN OPINION
PCT/USOITO4E
L. Baxis of the opinion
1. With regard to the elegwents of the international applicstion: *
[X] the international application as originally filed
@ﬁ:dcmipdon;
pages 1-37 , as origimlly filed
pages NONE , filed with the demand
pages NONE , filed with the letter of
gttmchi:m:
pages 318-46 , A8 origimally filed
pages NONE , s gmended (together with any statement) under Article 19
pages NONE , flled with the demand
pages NONE , filed with the letter of
X e crawings:
pages 1-6 , a8 originally filed
pages NONE , filed with the demand
pages NONE , filed with the letter of
D the sequence listing part of the description:
pages NONE , 18 originally filed
pages NONE |, filed with the demand
pages NONE , filed with the letter of

2. Whh regard 1o the langoage, all the clements marked above were availabie or furnished to this Authority in the
language in which the international spplication was filed, unless otherwise indicated under this item.
These elements were available or furnished to this Authority in the following language which {a:
[] the language of a transiation furnished for the purposes of imernational search (tmder Rule23. 1(b)).
[] the language of publication of the intcrnational application (under Rule 48.3(b)).
E] the language of the translation furnished for the purposes of intrroational preliminary examination(under Rules
55.2 and/or 55.3).
3. With regard to any nocheotide and/or amino acld sequence disclosed in the internatiomal application, the writien
oplmon was drawn on the basis of the sequence listing:
[] contained in the international application in printed form.
[] filed together with the international application in computer resdable form.
[] furnished subsequently to this Authority in written form.
D fornished subsequenity to this Authority in compuater readable form.
[ ] The satemens that the subscquemly furnished writen scquence listing does 0ot go beyond the disclosure in the
international application as filed has been furninhed.
The statcment that the imformation recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing
has been furnished.
4. [X] The amendments have resulted in the cancellation of:

[X] the description, pages NONE
@ the clamms, Nos. NONE
DX  the drawings, sheetwfiy NONE
5. [ ] Thus opinion has been drewn as if (some of) the amendments had not been made, since they have been comidered to go
beyond the disclosure us filed, as indicated tn the Supplemental Bax (Rule 70.2(c).

* Replacemernt theetr which have been furnished to the receiving Office in response to an [nvitation snder Articie 14 are referred to in
this optnion ar “originally flled *

Form PCT/IPEA/408 (Box I) (July 1998)
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Inwermatioral application No.
WRITTEN OPINION PCT/USO2/37948

V. Reascved statement under Bule 66.2(a)(H) with regard to noveity, inventive sisp or industrial applicahiiity;
citations and explanations supporting such statement

1. STATEMENT
Novelty (N) Claims NONH YES
Claims 1-78 NO
Inventive Step (IS) Claims NONE YES
Claims §-75 NO
Industrial Applicsbility (IA) Claims §-78 YES
Clainm NONE NO
2. CITATIONS AND EXPLANATIONS

Clalma 143 and 56-75 lack movelty under PCT Article 33(2) 33 aatickwed by CUNNINGHAM-EUNDLES (5.169,627). The
prior mt teach sa oral phannaceutieal composition comprising polyehylens glycol. The prior srt aleo eaches methods for
Mmmhhnmmm-mmm m-m
smount of polyethyleos glycol seryan immunogiobuling. The prior art teaches that the composition may be admintsered o
r«mm:mﬂmﬂwmwm ‘The prior art anticipates

Claimas 54-55 lack novelty under PCT Article 33(2) as anticipated by OLDHAM BT AL. (6,074,671). The prior art teach a comdom
conted with lectine jn & vehicle such as polyetirylene glycol. The prior art waches that the invention prevents seximily trnseiad
diseases. The prior art axticipates the claimed invention.

Cluims 46-51 WMMM)uWWBme‘AL(S.ﬁI 177). The prior art teach compoaitions comprising
polysthylene glycol to treat and prevesst skin irrintion

Chims 2-53 under PCT Article 33(2) as anticipated by WARNE BT AL. (6,126,933). The prior art temch coxtpositions

mmnmmmmmm Ahlhough the prior docs not specifically teach thet the
polyetylene giycol are specially used to irrigated at beast & partion of the urbnwry tract, & would be cbvious

0 one of akdll in the art at the time the mvention was made ™ uac polyethylens glycol conmining compositions to krigae the urinary

tract becaose the prior an teach that  conmpositions comprising polyethylene glycol o trext sd provent lnflsmmatory bowe! disesses
e NEW CITATIONS oo

US 3,661,177 AL (BLUM et al) 26 August 1997, sce columns 3-4.

Form PCT/IPEA/A08 (Box V) (July 1998)

18



WRITTEN OFINION

Intercational spplication No.
PCT/USOZIT948

" Sopplemextal Box
{To be used when the space in mmy of the preceding boxes s oot mufTicient)

TIME LIMIT:

Report.

The time 1imit set for respomse to 1 Written Oplnion may oot be exiended. 37 CFR 1.484(d). Any response received afwer the
expiration of the time limit set in the Writsen Opinion will oot be conaidered in preparing the International Preliminary Examination

Farm PCT/IPEA/40B (Suppicmental Box) (July 1998)
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TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES

\Z

PCT
REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL
(PCT Articulo 36 y Regla 70)
Registro de referencia del PARA FUTURAS ACCIONES Ver Notificacién o Transmisién del
solicitante o agente Reporte de Examen Preliminar
Solicitud Internacional No. Fecha de regmtm internacional | Fecha de prioridad
PCT/US02/37948 de nnvlembre de 2002 (26.11.2002)
Clasificacién Internacional de Patentes (IPC) o clasificacién nacional e IPC 7

IPC(7): A 61K, 39/108 y US CL.: 424/260

Solicitante

UCTECH

36.

2. Este REPORTE consta de un total de

3

Este informe de examen preliminar internacional ha sido preparado por esta Autoridad
Examinadora Preliminar Internacional y se transmite al solicitante de conformidad con el Articulo

péginas, incluyendo la cardtula.

[] Este reporte también estd acompafiado de ANEXOS, es decir, péginas de descripcion,
reivindicaciones y/o dibujos que han sido modificados y son la base de este informe y/o
pidginas que contienen rectificaciones hechas ante esta Autoridad (ver Regla 70.16 y Ia
Seccién 607 de las Instrucciones Administrativas de conformidad con el PCT).

Estos anexos constan de un total de pdginas.

3. Este informe contiene indicaciones relacionadas con los siguientes ftems:

B<l Bases del Reporte

I
11 Prioridad
111

RO OO

< 4

No establecimiento de opinién respecto a novedad, nivel inventivo y
aplicabilidad Industrial

Falta de unidad de invencifn
Afirmacién razonada de conformidad con el Articulo 35(2) con respectoa novedad,

nivel inventivo o aplicabilidad industrial; citaciones y explicaciones que sustentan

dicha afirmacién.

5 8%
oog

Ciertos documentos citados
Ciertos defectos en la solicitud internacional
Ciertas observaciones sobre la solicitud internacional

Fecha de presentacién de la demanda

24 de junio de 2004 (24.06.2004)

Fecha de terminacién de este reporte

3 de marzo de 2005 (03.03.2005)

Nombre y direccién de IPEA/US
Mail Stop PCT, Attn, IPEA/US
Commissioner for Patents

P.O. Box 1450

Alexandria, Virginia 22313-1450
Facsimile No. (703)305-3230

Funcionario autorizado

Vanessa L. Ford.

Teléfono No.(571) 272-1600

Forma PCT/IPEA/405 (carituls) (Julio 1998)
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REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL | Solicitud internacional
No.PCT/US02/37948 \ 1
L Bases del reporte
1. Respecto a los elementos de la solicitud internacional:*
E la solicitud internacional segdn se presentd originalmente .
E la descripcidn:
) Péginas —1-37 , Seglin se presentaron originalmente
Pdginas NINGITNA , presentadas con la demanda
Paginas NINGIINA presentadas con la carta de
[X] 1as reivindicaciones: :
Pdginas 3846 , Segiin se presentaron originalmente
Péginas NINGIINA , Segin se enmendamn (junin con cuslquier declmcidin de confamidad con el articulo 19
!
Péginas NINGITNA ______  , presentadas con la demanda i
Péginas NINGUNA . presentadas con la carta de
X 10s dibujos:
Phginas 1-6 , egiin se presentaron originalmente
Péginas NINGUNA , presentadas con la demanda
Péginas NINGUNA , presentadas con la carta de
I:l Ia secuencia que enumera parte de Ia especificacion:
Phginas NINGUNA , segin se presentaron ariginalmente
Piginas NINGUNA , presentadas con la demanda
Paginas NINGIINA , presentadas con la carta de

2. Respecto al idioma, todos los elementos marcados anteriormente estuvieron disponibles o fueron
suministrados a esta Autoridad en el idioma en el cual Ia solicitud internacional fue presentada, a menos qua
se indique lo contrario bajo este ftem. '

Estos elementos estuvieron disponibles o fueron suministrados a esta Autoridad en el idioma, el cual es:

[] el idioma de una traduccién suministrada para una bisqueda internacional (segiin la Regla 23.1 (b)).
D el idioma de una publicacién de la solicitud internacional (segfin la Regla 48.3 (b)).

D el idioma de la traduccién suministrada para el examen preliminar internacional (segtn las Reglas 55.2

y/0553).

3. Respecto al nucledtido y/o secuencia amino 4cida revelado en la solicitud internacional, se llevé a cabo el
examen preliminar internacional segiin el listado de secuencia:

D contenido en la solicitud internacional en forma escrita.

D registrado junto con la solicitud internacional en forma legible por computador.
D proporcionado subsiguientemente a esta Autoridad en forma escrita.
proporcionado subsiguientemente a esta Autoridad en forma legible por computador. _
D Se ha proporcionado la afirmaci6n respecto a la cual el listado de secuencia escrito proporcioni-:ié-
subsiguientemente no va mas allé de la revelacién en la solicitud internacional segtin se presents.

|___I Se ha proporcionado la afirmacién respecto a la cual la informacién presentada en forma
legible por computador es idéntica al listado de secuencia escrita.

4.[X]'Las modificaciones han resultado en Ia cancelacién de:

DJ 12 descripcion, piginas  NINGUNA
las reivindicaciones, Nos. NINGUNA
Xl 1os dibujos, paginas/fig NINGUNA

5. D Este reporte ha sido establecido como si (algunas) de las modificaciones no se hubiesen hecho, ya que se ha
cgnzsléio.;r)ldo que van mds alld de 1a revelacién segin se presentd, como se indicd en Casilla Suplementaria (Regla
70.2 (c)):
* Las piginas de remplazo que se lan proporcionado a la Oficina que recibe en respuesta a ina invitacién segiln o Articulo
14 a lag que se hace referencia en esle reporie como “registradas originglmentz” y se anexan a eshe reporte i que o contienen enmiendas (Nornia
716y 70.17).
*¢  Cualquler pigina de rempiazo que contenga dichas enmiendas debe hacerse roferencia bajo el [tom | y anexarse  este reporie.

Forma PCT/IPEA/ 409 (Casilla I) Julio 1998)
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Solicitud internacional No.
REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL PCT/US02/37948

V. Afirmacién razonada bajo el Articulo 35(2) respecto a novedad, nivel inventivo o aplicabilidad industrial;
cltacliones y explicaciones que sustentan dicha afirmacién

1. Afirmacién

Novedad (N) Reivindicaciones _NINGUNA s
Reivindicaciones 1-75 NO

Nivel inventivo (IS) Reivindicaciones _NINGUNA SI
Reivindicaciones 1-75 NO

Aplicabilidad industrial (IA) Reivindicaciones  1-75 sl
Reivindicaciones _NINGUNA _ NO

TN

Ry _f_'E

2, CITAS Y EXPLICACIONES

' ensefia composlclones que comprenden pollatiien glicol para tratar y prevenir la Imitacién de la piel. .

Las relvindicaciones 1-45 y 56-75 carecen de novedad bajo el Articulo 33(2) PCT segin lo anticipado por
CUNNINGHAM-RUNDLES (5,169,627). La técnica previa ensefia una composicién farmacéutica oral que comprende

que sufre de una deficlencia inmune secretorla, qus comprende la administracién de una cantided efectiva de polletilen
glicol con inmunoglobulinas de suero. La técnica previa ensefia que las composiciones pueden ser administradas a los
nifios o paclantes con una deficiencia, o paclentes con una Inmunodeficiencia gastrointastinal de IgA comprometida. La
técnica previa anticipa la invencién relvindicada.

(6,074,671). La técnica previa ensefia un condén recublerto con lectinas en un vehlculo tal como polistilen glicol. La
invencién relvindicada.
Las reivindicaciones 48-51, bajo el Artfculo 33(2) PCT como lo anticipa BLUM ET AL. (5,6861,177). La técnica prav'la

Las:reivindicaciones 52-53 bajo el Articulo 33(2) PCT como lo anticipa WARNE ET AL. (6,126,933). La técnica previa
ensefla composiciones que comprenden polietilen glicol para tratar y pravemr enfermedades de Intestino inflamatorio.
Aunque la anterloridad no ensefla especificamente que las composiciones que comprenden polletilen glicol se usan.
especificamente para Irigar al menos una porcién del tracto urinario, serfa obvio para el experto en la técnica al
momento en que ia invencidn se hizo, usar polletllen glicol que contiene composiciones para irrigar el tracto urlnaﬂo
porque la técnica previa ensefia esas compoaiciones que comprenden polietiien glicol para tratar y prevenir las
enfermedades de intestino inflamatorio. ’
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US 5,661,177 A1 (BLUM et al), Agosto 26 de 1897, ver columnes 3-4.

polietilen glicol. La técnkca previa también ensefia los métodos para reconstitulr la inmunkiad secretoria en un paclente | .

Las relvindicaciones 54-55 carecen de novedad bajo el Articulo 33(2) PCT como lo anticipa OLDHAM ET AL.}|
técnica previa ensefia que la Invenclon previene enfermedades transmitidas sexualments. La técnica previa anticipa la |
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Materiales y Métodos para Prevenir y Tratar Des rdenes Epitellales
mediados por Microbios

RESUMEN, OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La presente invencidn provee composiciones famacéuticas en forma de
polimeros biocompatibles de peso molecular relativamente alto tales como
polietilen glicol, opcionalmente complementadas con un polimero protector
como dextrén y/o nutrientes patégenos esenciales tales como L-glutamina.
También se proveen métodos para prevenir o tratar la sepsis derivada del
intestino, atribuible a patdgenos intestinales tales como Pseudomonas
aeruginosa, mediante la administracion de polietilen glicol de alto peso
molecular, asi como los métodos para monitorear la administracién de
polietilen glicol de alto peso molecular, tal como en métodos para prevenir,
aliviar o tratar desordenes epiteliales inducidos por microbios, como los
ejemplificados por la sepsis derivada del intestino. Frecuentemente, la
sepsis derivada del intestino surge como una complicacién en los mamiferos
que se recuperan de intervencion quinirgica o sufren de una enfermedad o
desorden, proporcionando indicaciones de animales adecuados para recibir
tratamiento preventivo. Finalmente, la invencién provee una composicion
que comprende formula de infante y polietilen glicol, y métodos para usar
esta composicién.
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Materiales y Métodos para Prevenir y Tratar Desordenes Epltellales
mediados por Microbios

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién estéa relacionada con los materiales y métodos
para prevenir o tratar desordenes epiteliales mediados por microbios, tales
como sepsis derivada del intestino.

ANTECEDENTES

Los desordenes epiteliales mediados por microbios, o condiciones
anormales, presentan una amenaza significativa en la salud del hombre y
animales, imponiendo una carga en los sistemas de cuidado de la salud del
mundo entero. Un ejemplo de tales desordenes, la sepsis derivada del
intestino, es una causa mayor de mortalidad entre organismos, tales como
pacientes humanos, que sufren de cualquiera de las variedades de
enfermedades, desordenes o aflicciones, tales como dafios de quemaduras,
enterocolitis neonatal, neutropenia severa, enfermedad de Intestino
inflamatorio, y rechazo de érganos siguiendo el transplante. El reservorio del
tracto intestinal ha sido bien reconocido por ser un foco potencialmente letal
de sepsis mediada por bacterias en, e.g., pacientes criticamente enfermos
hospitalizados. La habilidad de los patdgenos microbianos tales como las
seudomonas (e.g., Pssudomonas a&aeruginosa) de perturbar la funcién
reguladora de la barrera epitelial intestinal puede ser una caracteristica de
definicidn entre organismos oportunistas capaces de causar la sepsis
derivada del intestino. En muchas de estas infecciones, la seudomona
aureginosa ha sido identificada como el patdgeno causante.
Significativamente, el tracto intestinal ha mostrado ser el sitio primario de
colonizacién de patdgenos oportunistas tales como P. aeruginosa.

Los enfoques de la terapéutica convencional para la prevenciéon o
tratamiento de desordenes epiteliales mediados por microbios tales como
sepsis derivada del intestino, se han cumplido con éxito incompleto. Los
enfoques basados en antibiéticos estdn comprometidos por la dificultad de
adaptar antibidticos al patégeno intestinal en una forma que no impacte la
flora intestinal restante. En adicién, muchos de los patégenos intestinailes.
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como los tipificados por P, aeruginosa, usuaimente se vuelven resistentes a
los retos antibiéticos, produciendo un enfoque costoso, en curso e
incompletamente exitoso para la prevencién o tratamiento. Los problemas
también afectan criterios inmunoterapéuticos. Particularmente, muchos
patdgenos intestinales, tales como P. aeruginosa, son inmunoevasivos
haciendo tales enfoques minimamente efectivos.

Otro enfoque a la prevencion o tratamiento de desordenes como la
sepsis derivada del intestino es el lavado intestinal. En varios aflos pasados
se ha intentado el lavado intestinal usando soluciones de polistilen glicol
(PEG) con algunos informes anecdéticos que sugieren que el PEG puede
mostrar alguna promesa en el tratamiento de la sepsis derivada del intestino
a través de una variedad de circunstancias clinicas y experimentales. El
PEG en estas soluciones tiene un peso molecular promedio de 3,500 daltons
y las soluciones estan disponibles comerciaimente (e.g., Golytely). Los
mecanismos por los cuales estas soluciones de relativamente bajo peso
molecular (PMB) de PEG proveen un beneficio terapéutico en el tratamiento
o prevencion de la sapsis derivada del intestino son desconocidos.
Tipicamente, estas soluciones se usan para lavar o limpiar el tracto intestinal
de organismos en riesgo de desarrollar, 0 que sufren de sepsis derivada del
intestino. Como resultado de administrar estas soluciones de PMB de PEG
al tracto intestinal, hay un cambio variable en la composicién floral del
intestino tratado dependiendoc de! método de concentracién y el peso
molecular de los compuestos usados. Por ejemplo, las soluciones que
tienen concentraciones de PEG mayores de aproximadaments 20% pueden
producir una accién microbicida que causa la eliminacion de
microorganismos potencialmente protectores en el tracto intestinal de un
huédsped tensionado. Ademas, las soluciones de peso molecular bajo de
PEG pueden perder su eficacia en la atenuacién de la capacidad de
virulencia de ciertos organismos a pesar de preservarios. Por lo tanto, existe
una necesidad en la técnica de una soluciébn que inhiba la expresién de
virulencia microbiana (las propiedades daflinas de in microbio) sin matar al
microbio 0 microbios vecinos, proporcionando asl el beneficio de praeservar el
ecosistema natural de la microflora intestinal. Por ejemplo, la preservacién
de la composicion de la florma nativa proporcionaria la competencia de
patégenos oportunistas que podrian colonizar el intestino.



Concomitante con un cambio en la composicién floral es un cambio en
la fisiologla del organismo. Estos cambios fisiolégicos pueden ser
monitoreados mediante el ensayo de cualquier nimero de actividades
enziméticas caracteristicas, tales como los niveles de deshidrogenasa
lactato. En consecuencia, los tratamientos de PEG PMB del intestino
producen cambios significativos en la fisiologla de los organismos tratados,
con impredictibilidad, y asl consecuencias potenclaimente nocivas, a largo
plazo para la salud y bienestar del ofganismo tratado. Mas aln, tales
tratamientos provocan reacciones de demanda fisica en forma de
evacuacion intestinal masiva, en organismos criticamente enfermos, tales
como pacientes humanos hospitalizados.

Asl, permanece una necesidad en la técnica de proveer una
composicion efectiva en la prevencion o tratamiento de un desorden epitelial
mediado por microbios (e.g., sepsis derivada del intestino) y/o un sintoma
asociado con tal desorden, junto con los métodos para lograr tales
beneficios, sin crear las complicaciones potenciales o adicionales a través de
la alteracion significativa de la fisiologla del organismo tratado.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién satisface la necesidad mencionada
anteriormente en la técnica mediante el suministro de una composicion de
polietilen glicol de alto peso molecular (PMA) que provee proteccion efectiva
contra una condicién anormal caracterizada por una superficie epitelial en
riesgo de desarrollar un desorden mediado por microbios. Condiciones
anormales ejemplares incluyen sepsis derivada de intestino y otras
enfermedades/desordenes asociados con la flora intestinal, debido a los
patégenos intestinales que incluyen, pero no se limitan a P. aeruginosa. El
PEG PMA inhibe o previene el contacto de tales patbgenos como P.
aeruginosa con la superficie epitelial intestinal. Adicionalments, el PEG de
alto peso molecular suprime la expresion de virulencia en estos patbgenos
(e.g., P. aeruginosa) sensibles a una variedad de sefiales que pueden
involucrar redes de sefalizacién de quorum sensing. La habilidad de los
PEGs de PMA para inhabilitar en la interfaz infecciosa entre el patégeno
intestinal y el epitelio intestinal, provee un enfoque altemativo para prevenir o
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tratar la sepsis derivada del intestino, e.g., siguiendo el esfuerzo catabdlico.
De forma importante, los tratamientos con PEGs de PMA serlan efectivos en
costo y relativamente simples de llevar a cabo en pacientes humanos, asi
como una varedad de otros organismos tales como animales para
ganaderfa significativos agricolamente (e.g., ganado, cerdos, ovejas, cabras,
caballos, pollos, pavos, patos, gansos, y similares), mascotas y animales de
zoolégico.

Un aspecto de la invencién provee un método para reducir la
probabilidad de mortalidad en un animal con una condicibn anormal,
incluyendo una condicién de enfermedad, que comprende una superficie
epitelial en riesgo de desarrollar un desorden mediado por microbios,
seleccionado del grupo consistente de sepsis derivada del intestino, un dafio
de quemadura, enterocolitis necrotizantes neonatal, enteropatia, rechazo de
trasplante, bolsitis y abdomen de cerdo, que comprende administrar una
dosis efectiva de polietilen glicol (PEG) a un animal en necesidad de este, en
donde el PEG tiene un peso molecular promedio de al menos 5,000 daltons.

Animales adecuados incluyen, pero no se limitan al perro, gato, oveja,
cabra, vaca, cerdo y humano. En el método mencionado anteriormente, el
PEG tiene preferiblemente un peso molecular promedio de al menos 15,000
daltons, y esta preferiblemente entre 5,000 y 20,000 daltons, o entre 15,000
y 20,000 daltons. También es preferido un PEG que tiene un peso molecular
promedio de 8,000, de 7,000, de 8,000, de 9,000, de 10,000, de 11,000, de
12,000, de 13,000, de 14,000 y de 25,000 daltons. Ademas, el PEG puede
estar en solucion acuosa que comprende 5-20% de PEG, y preferiblemente
10-20% de PEG (e.g., PEG al 10%). En una realizacién del método, la
condicién esta asociada con la presencia de un organismo de Pseudomonas
aoruginosa en el organismo, y la integridad de la membrana celular de tal P.
aeruginosa no esta detectablemente alterada. En otra realizacién del
método, el patrén de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa no esta
detectablemente alterado.

Otro aspacto de la invencién es un método para inhibir la sepsis
derivada del intestino, que comprende contactar un epitelic mamifero, tal
como un intestino, con polietilen glicol (PEG), en donde el PEG tiene un
peso molecular promedio de al menos 5,000 daltons, y preferiblemente al
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menos 15,000 daltons. En una realizacién de este método, el intestino
mamifero se contacta con el PEG por al menos 30 minutos.

Aspectos adicionales de la invencion incluyen un método para inhibir
la expresion de lectina PA-l/adhesina es un patdgeno de los epitelios, e.g.,
un patdgeno intestinal, que comprende la administracion de una dosis
efectiva de polietilen glicol a un mamifero en necesidad de este; un método
para inhibir la activacién inducida por el epitelio (e.g., inducida por el epitelio
intestinal) de PA-I lectina/adhesina, que comprende la administracién de una
dosis efectiva de polietilen glicol a un animal en necesidad de este; un
método para inhibir el cambio morfolégico inducido por C4-HSL de un
patégeno de los epitelios (e.g., un patdgeno intestinal), que comprende la
administracion de una dosis efectiva de polietilen glicol a un animal en
necesidad de este; un método para reducir la expresién de virulencia en un
patégeno de los epitelios (e.g., un patdgeno intestinal), que comprende la
administracién de una dosis efectiva de polietilen glicol a un animal en
necesidad de este; un método para reducir o prevenir la interaccion de una
superficie epitelial con un factor de virulencia microbiano, que comprende
que comprende la administracién de una dosis efectiva de polietilen glicol a
un animal en necesidad de este; un método para aliviar la patogénesis
epitelial (e.g., intestinal) mediante la prevencidbn de la formacién de
activacién patogénica del quorum sensing, que comprende la administracion
de una dosis efectiva de polietilen glicol a un animal en necesidad de este; y
un método para inhibir la interaccién entre el epitelio (e.g., epitelio intestinal)
de un vertebrado y una bacteria, como una seudomona (e.g., Pseudomonas
aeruginosa), que comprende contactar el epitelio con polietilen glicol. En
todos estos aspectos de la invencién, el PEG tiene un peso molecular
promedio de al menos 5,000 daltons, y preferiblemente de al menos 15,000
daltons.

Aln un aspecto adicional de la invenciéon es un método para Inhibir la
reduccién inducida por Pssudomonas aeruginosa en la resistencia eléctrica
transepitelial de una capa epitelial mamifera, como una capa epitelial
intestina, que comprende contactar la capa epitelial (intestinal) con polietilen
glicol, en donde el PEG tiene un peso molecular promedio de al menos
5,000 daltons, y preferiblemente al menos 15,000 daltons. Preferiblemente,
el PEG tiene un peso molecular promedio de 15,000 a 20,000 daltons. En
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una realizacién preferida, la integridad de la membrana del microbio (e.g., P.
aeruginosa) no esta detectablemente alterada.

Aln otro aspecto de la invencidbn es un método para inhibir la
adherencia de una célula bacteriana a un epitelio mamifero, tal como un
intestino mamifero, que comprende contactar el intestino con polietilen glicol,
en donde el PEG tiene un peso molecular promedio de al menos 5,000
dalton, y preferiblemente al menos 15,000 daltons. También con este
método se prefiere que el PEG tenga un peso molecular promedio de 15,000
a 20,000 daltons. El PEG puede estar en una solucibn acuosa que
comprende del 5-20% de PEG, y preferiblemente 5-10% de PEG. Una
célula bacteriana ejemplar contemplada como décil para la inhibicién de la
adherencia mediante este método es una Pseudomonad, como la P.
aeruginosa.

Otro aspecto de la invencién es un método para reducir la expresion
de PA-| lectina/adhesina en una célula bacteriana, que comprende contactar
la célula bacteriana con polietilen glicol, en donde el PEG tiene un peso
molecular promedio de al menos 5,000 dalton, y preferiblemente 15,000
daltons, y esta preferiblemente entre 15,000 y 20,000 daltons. De nuevo, el
PEG puede estar en una solucién acuosa que comprende 5-20% de PEG, y
preferiblemente 5-10% de PEG.

En otro aspecto, la invencidbn provee un método para reducir la
probabilidad de mortalidad en un animal que muestra un desorden epitelial
mediado por microbios, seleccionado del grupo consistente de sepsis
derivada del intestino, un dafio de quemadura, enterocolitis necrotizante
neonatal (NEC), neutropenia severa, colitis toxica, enfermedad de intestino
inflamatoria, enteropatia (e.g., en el criticamente enfermo), rechazo de
trasplante, bolsitis y abdomen de cerdo, que comprende la administracién de
una cantidad efectiva de un compuesto (e.g., PEG) que se adhiere a una
célula seleccionada del grupo consistente de célula epitelial intestinal
mamifera y una célula bacteriana intestinal, en donde e! compuesto se
adhiere a la célula en una forma topograficamente asimétrica, inhibiendo asi
la interaccién de la célula epitelial intestinal mamifera y la célula bacteriana.
Un compuesto preferido es un sufractante. En una realizacién de este
método, el compuesto es PEG, que tiene preferiblemente un peso molecular
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promedio de la menos 15,000 daftons. En otra realizacién de este método,
la inhibicion se determina mediante microscopla de fuerza atomica. Aln en
otra realizacién de este método, la célula bacterial es un patdgeno intestinal
que no hay modificacién detectable de sus caracteristicas de crecimiento. En
aspectos relacionados, este método ademéas comprende la introduccién de
una cantidad efectiva de dextran en el intestino del animal y/o la introduccion
de una cantidad efectiva de L-glutamina, L-glutamina recubierta de dextrén,
inulina recubierta de dextrina, acido butirico recubierto con dextrén, uno o
mas fructo-oligosacaridos, N-acetil-D-galactosamina, manosa recubierta con
dextrdn y galactosa, lactosa y amortiguadores de balance y agentes
estabilizantes, conocidos en la técnica, en el intestino del animal. Cuando se
administran juntos como una composicién simple, esta administraciébn de
solucion simple de multicomponentes tratard y preparara el tracto intestinal
con anticipacién de un trastorno de la flora intestinal y la funcién barrera del
intestino, tal como ocurre siguiendo los esfuerzos de tipo catabdlico,
quirtrgico y traumatico.

Otro aspecto de la invencién es un método para aliviar un sintoma
asociado con cualquier enfermedad o condicion que surge de, o
caracteristica de una condicion anormal del epitelio, tal como sepsis
derivada del intestino, que comprende la administracién de polietilen glicol al
intestino, en donde el PEG tiene un peso molecular promedio de al menos
5,000 daltons, preferiblemente al menos 15,000 daltons, y esta
preferiblemente entre 15,000 y 20,000 daltons. El PEG puede estar en una
solucion acuosa que comprende 5-20% de PEG, y preferiblemente 5-10% de
PEG. La invencion abarca aliviar un sintoma asociado con cualquier
enfermedad o condicién revelada aqul.

Aln otro aspecto de la invencién es un método para prevenir la
pérdida de la capacidad de lactancia en un animal que muestra una
condicién anomal en forma de una superficie epitelial de una glandula
mamifera en riesgo de desarmollar un desorden mediado por microbios que
afecta la produccion de leche, que comprende la administracién, e.g.
tépicamente, de una dosis efectiva de un polietilen glicol de al menos 5,000
daltons, y preferiblemente al menos 15,000 daltons, a la superficie epitelial
de la glandula mamaria. Animales ejemplares incluyen mamiferos, tales
como oveja, cabras, vacas, cerdos, caballos y humanos. En un aspecto
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relacionado, la invencién provee un método para tratar la pérdida de la
capacidad de lactancia en un animal caracterizado por un desorden mediado
por microbios de una superficie epitelial de una glandula mamaria, que
afecta la produccion de leche, e.g., tdpicamente, de una dosis efectiva de un
polietilen glicol de al menos 5,000 daltons, y preferiblemente al menos
15,000 daltons, a la glandula mamaria. En otro aspecto relacionado, la
invencion provee un método para prevenir el desarrollo de un desorden
epitelial mediado por microbios, en un animal en edad de amamantamiento,
que comprende la administracion de una dosis efectiva de polietilen glicol de
al menos 5,000 daltons, y preferiblemente al menos 15,000 daltons, al
animal. Animales adecuados incluyen mamiferos tales como humanos,
animales para ganaderia, mascotas domesticadas y animales de zooldgicos.
En una realizacién, el PEG estd mezclado con cualquier fdrmula de infante
conocida en la técnica.

Un aspecto relacionado de la invencidn es una composicién que
comprende formula de infante y polietilen glicol (PEG), en donde el PEG
tiene un peso molecular promedio de al menos 5,000 daltons. De nuevo, se
puede usar cualquier formula de infante conocida en la técnica, incluyendo
formulas basadas en la leche de un mamifero, como leche de vaca, leche de
cabra, y similares, si como formulas basadas en leche de soya. La formula
también puede ser enriquecida con cualquier vitamina y/o elemento,
incluyendo la fortificacién con hiero. El PEG tiene preferiblements un peso
molecular promedic de al menos 15,000 daltons, y estd presente
preferiblemente en el rango de 5-20% a la reconstitucién o hidratacion de la
formula de infante o de bebe. La invencién provee ademéas un método para
proporcionar nutricibn a un animal, preferiblemente en edad de
amamantamiento, que comprende la administracién de una dosis efectiva de
la composicién que comprende |la formula de infante y PEG al animal.

Aln otro aspecto de la invencién es una composicién farmacéutica
que comprende polietilen glicol de al menos 5,000 daltons, y preferiblemente
15,000 daltons, peso molecular promedio y un adyuvante, vehfliculo o
diluyente adecuado. En un aspecto relacionado, la composicién comprende
ademés un compuesto seleccionado del grupo consistente de L-glutamina
recubierta de dextran, inulina recubierta de dextrén, acido butirico recubierto
con dextran, uno o mas fructo-oligosacaridos, N-acetil-D-galactosamina,
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manosa recubierta con dexirdn y galactosa, lactosa y amortiguadores de
balance y agentes estabilizantes, conocidos en la técnica.

Un aspecto adicional de la invencién es un kit para el tratamiento o
prevencion terapéutica de una condicién anormal caracterizado por una
superficie epitelial en riesgo de desamollar un desorden mediado por
microbios, tal como sepsis derivada del intestino, que comprende una de las
composiciones farmacéuticas mencionadas anteriormente, y un protocolo
que describe el uso de la composicion en el tratamiento o prevencion
terapéutica de la condicién anormal. Protocolos adecuados para inclusién
en el kit describen cualquiera de los métodos terapéuticos o preventivos
revelados aqul.

Aln otros aspectos de la invencidn estan involucrados con los
métodos para prevenir una condicibn anommal caracterizada por una
superficie epitelial en riesgo de desorden mediado por microbios, incluyendo
enfermedades. Por ejemplo, la invencién abarca un método para prevenir
una enfermedad o una condicién anormal, que comprende la administracion
de una composicién que comprende una dosis efectiva de polietilen glicol
(PEG) a un animal, en donde el PEG tiene un peso molecular promedio de al
menos 5,000 daltons. Una enfermedad adecuada o condicién anormal, décil
a los métodos preventivos de la invencién, es seleccionada del grupo
consistente de oldo de nadador, otitis media aguda, otitis media cronica,
diarrea inducida por antibidticos, colitis seudomembranosa, una enfermedad
de Intestino inflamatorio, enfermedad de intestino imitable, enterocolitis
neutropénica, pancreatitis, sindrome de fatiga crénica, sindrome de
disbiosis, colitis microscépica, una infecciéon crénica del tracto urinario, una
enfermedad transmitida sexualmente e infeccién. Un animal adecuado como
sujeto para tales métodos preventivos es seleccionado del grupo consistente
de perro, gato, oveja, cabra, vaca, cerdo, pollo, caballo y humano. El PEG
tiene preferiblemente un peso molecular promedio de al menos 15,000
daltons; también es preferido el PEG que tiene un peso molecular promedio
entre 15,000 y 20,000 daltons. Ademas, el PEG puede estar en una
solucién acuosa que comprende 10-20% de PEG, y preferiblemente 10% de
PEG. La composicidon que es administrada puede ademés comprender un
vehliculo seleccionado del grupo consistente de una solucién liquida, un gel
tépico, y una solucién adecuada para nebulizacién. Adicionalmente, la
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composicién puede ademas comprender un compuesto seleccionado del
grupo consistente de L-glutamina recubierta de dextran, inulina recubierta de
dextran, acido butirico recubierio con dextran, un fructo-oligosacarido, N-
acetil-D-galactosamina, manosa recubierta con dextran, galactosa, lactosa y
lactulosa. En una realizacién, la composicién comprende PEG, L-glutamina
recubierta de dextran, inulina recubierta de dextran, acido butirico recubierto
con dextrdn, un fructo-oligosacarido, N-acetil-D-galactosamina, manosa
recubierta con dextran, galactosa y lactulosa.

Ya otro aspecto de la invencién es un método para prevenir infeccion
de la piel que comprende el paso de aplicar una composicibn que
comprende una cantidad efectiva de polietilen glicol (PEG) a un animal, en
donde el PEG tiene un peso molecular promedio de al menos 5,000 daltons.
La composicidn puede ademés comprender un vehiculo seleccionado del
grupo consistente de un unglento, una crema, un gel y una locién. La
invencion contempla que un agente causante de la infeccién es seleccionado
del grupo consistente de Bacillus anthracis, Virus de la viruela, E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli enterohemormragica (EHEC), E. coli
enteroagregativa (EAEC), Clostridium difficile, rotavirus, Pseudomonas
aeruginosa, Serratia marcescens, Klebsiella oxytocia, Enterobacleria
cloacase, Candida albicans, y Candida globrata.

Otro aspecto de la invencidn es un método para prevenir infeccion
respiratoria, que comprende el paso de administrar una cantidad efectiva de
polietilen glicol (PEG) a un animal, en donde el PEG tiene un peso molecular
promedio de al menos 5,000 daltons. Un infeccion respiratoria décil a los
métodos preventivos de la invencidn puede surgir del contacto con un
agente infeccioso por media de una ruta conocida en la técnica, que incluye
neumonlas asociadas con ventiladores (e.g., neumonia asociada con
ventilador), agentes infecciosos transportados en el aire, agentes infecciosos
dispersos en un fluido nebulizado como estomudo, y similares. En algunas
realizaciones, el método previene la infeccién respiratoria mediante un
agente seleccionado del grupo consistente de Bacillus anthracis y Virus de la
viruela.

Ya otro aspecto de la invencién es un método para irrigar al menos
una porcién del tracto urinario con el fin de prevenir una infeccién cronica del
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tracto urinario, que comprende el paso de entregar una cantidad efectiva de
una composicion que comprende PEG a la uretra, en donde el PEG tiene un
peso molecular promedio de al menos 5,000 daltons. En una realizacion, la
composicién es administrada a una porcién del tracto urinario que incluye al
menos la vejiga.

Otro aspecto de la invencidn es un método para prevenir una
enfermedad transmitida sexualments, que comprende el paso de aplicar
polietien glicol (PEG) a un cond6én, en donde el PEG tiene un peso molecular
promedio de al menos 5,000 dailtons. Un aspecto relacionado de la
invencién es un condén que comprende al menos un recubrimiento parcial
con PEG, que tiene un peso molecular promedio de al menos 5,000 daltons.
Ya otro aspecto relacionado de la invencion es un kit que comprende un
condén y polietilen glicol (PEG) que tiene un peso molecular promedio de al
menos 5,000 daltons. ’

La invencién también abarca un método para prevenir un desorden
del tracto digestivo, que comprende la administracién de una dosis efectiva
de una composicién que comprende polietilen glicol (PEG) a un animal en
necesidad de este, en donde el PEG tiene un peso molecular promedio de al
menos 5,000 daltons. Desordenes del tracto digestivo ejemplares déciles a
los métodos preventivos de la invencién pueden ser seleccionados del grupo
consistente de enterocolitis necrotizante neonatal, diarrea inducida por
antibiéticos, colitis seudomembranosa, una enfermedad de intestino
inflamatorio, enfermedad de intestino imritable, enterocolitis neutropenica,
pancreatitis, sindrome de disbiosis y colitis microscopica.

Otro aspecto de la invencidn es un método para monitorear la
administracién de polietilen glicol (PEG) a un animal en necesidad de este,
que comprende la administracion de una cantidad efectiva de una
composicién que comprende PEG marcado, en donde el PEG tiene un peso
molecular promedio de al menos 5,000 daltons, a un animal en necesidad de
este, y detectar el PEG marcado, por medio del cual, la cantidad y/o
ubicacion del PEG marcado (e.g., asociado con un microbio) provee
informacion atil para la evaluacién de la eficacia de la administracién. En
una realizacion del método de monitoreo, el marcador es un fluordforo (e.g.,
fluorescelna, rodamina, Cy3, Cy5). En otra realizacion del método, la
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deteccion de PEG marcado comprende la inspeccién endoscépica. El
método de monitoreo también contempla que el PEG marcado es detectado
en una muestra de heces (i.e., el PEG marcado asociado con un
componente tal como un microbio, cuya fuente es una muestra de heces).
Adicionaimente, el método de monitoreo puede ademas comprender la
administracién de un segundo marcador especifico para un microbio, y
detectar el segundo marcador. “Especifico” como se usa en este contexto
significa que el marcador es detectablemente asociable con al menos un
microbio.

Otro aspecto de la invenciébn es un método para monitorear la
administracion de polietilen glicol (PEG) a un animal en necesidad de este,
que comprende obtener una muestra de un animal que recibe polietilen
glicol, en donde el PEG tiene un peso molecular promedio de al menos
5,000 daltons, contactar la muestra con una célula epitelial, y medir la
adherencia de un microbio en la muestra a ala célula epitelial, por medio de
la cual la cantidad y/o ubicacidn del PEG provee informacién (til para la
evaluacién de la eficacia de la administracién. La medida se puede realizar
mediante examen MIcroscopico.

Otro método de monitoreo segin la invencién es un método para
monitorear la administracién de polietilen glicol (PEG) a un animal en
necesidad de este, que comprende obtener una muestra de un animal que
recibe polietilen glicol, en donde el PEG tiene un peso molecular promedio
de al menos 5,000 daltons, contactar la capa celular epitelial con la muestra,
y medir una resistencia eléctrica trans-epitelial de la capa epitelial, por medio
de la cual la administracién efectiva es indicada mediante una disminucién
reducida de la resistencia eléctrica trans-epitelial, con respecto a un valor de
control. El valor de control puede ser intemo (i.e., medir la TEER antes de la
administracién de PEG), o externo (i.e., valor desarrollado en otros estudios
que se usa confiablemente para comparacién).

Ya otro método de monitoreo de la invencién es un método para
monitorear la administracion de polietilen glicol (PEG) a un animal en
necesidad de este, que comprende obtener una muestra de un animal que
recibe polietilen glicol, en donde el PEG tiene un peso molecular promedio
de al menos 5,000 daltons, aislar un microbio de la muestra, y medir la
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hidrofobicidad de la superficie celular del microbio, por medio de la cual la
hidrofobicidad de cualquier microbio en la muestra provee informacion atil en
la evaluacién de la eficacia de la administracién. “Aislar®, como se usa en
este contexto, significa separado de otros componentes de la muestra (e.g.,
material solida) suficientemente para permitir las medidas de hidrofobicidad,
como se entenderia en la técnica.

Un aspecto relacionado de la invencién es un kit para monitorear la
administracién de polietilen glicol, que comprende un PEG marcado y un
protocolo que describe el uso del PEG marcado, para monitorear la
administraciéon de este. Protocolos adecuados incluyen cualquiera de los
métodos revelados aqul, o conocidos en la técnica relativa a la
administracion, entrega o aplicacién de PEG. En algunas realizaciones de
oste aspecto de la Invencién, el kit comprende ademas un marcador libre.

Aln otro método de monitoreo de la invencién es un método para
monitorear la administracibn de polietilen glicol (PEG) a un animal en
necesidad de este, que comprende obtener una muestra de un animal que
recibe polietilen glicol, en donde el PEG tiene un peso molecular promedio
de al menos 5,000 daltons, y detectar la actividad de PA-| lectina/adhesina
en la muestra, por medio de la cual la actividad de PA-lI lectina/adhesiva
provee informacidn (til para la evaluacion de la eficacia de la administracion.
En una realizacién de este método, la PA-l lectina/adhesina es detectada
mediante el ligamiento a un patrén de enlace de PA-l lectina/adhesina, tal
como cualquier forma conocida de un anticuerpo especifico de PA-l
lectina/adhesina o un carbohidrato al cual la PA-I lectina/adhesina se enlaza
especificamente. Un aspecto relacionado de la invenciéon es un kit para
monitorear la administracién de polietilen glicol (PEG) que comprende un
patrén de enlace de PA-l lectina/adhesina, y un protocolo que describe el
uso del patrdn de enlace para detectar la PA-l lectina/adhesina, en la
muestra. Protocolos adecuados incluyen cualquiera de los métodos
revelados aqul o conocidos en la técnica relacionada con el uso de PEG.

Otras caracteristicas y ventajas de la presente invencién se
entenderdn mejor mediante la referencia de la siguiente descripcion
detallada, incluyendo los dibujos y los ejemplos.
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BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 provee las tasas de mortalidad en ratones a las 48 h sometidos a
laparotomia simulada o hepatectomla quirGrgica al 30% seguido de la
inyeccion directa de P. aeruginosa PA27853 en el ciego. Los ratones fueron
sometidos a una hepatectomia sin sangrado al 30% del l6bulo izquierdo
inmediatamente, seguido por la inyeccién cecal de 1 x 107 cfu/ml de
PA27853. Cada grupo contenla 7 ratones. Los ratones de control
sometidos a laparotomia simulada seguida de la inyeccién de cantidades
iguales de PA27853 en el ciego. Para los ratones en los grupos de PEG, 1 x
107 cfu/ml de PA27853 fueron suspendidos en PEG 3.35 (PEG de PMB
3,350) o PEG 15-20 (PEG de PMA 15,000 a 20,000 daltons) antes de la
inyeccioén cecal. Las curvas de respuesta de dosis para PEG 15-20 se ven
en el panes b. a. Un efecto protector estadisticamente significativo de PEG
15-20 se determind mediante la Prueba Exacta de Fisher (P<0.001). b. Se
determiné que la concentracién protectora minima de PEG 15-20 era 5%
(P<0.05). ¢. Los cultivos bacterianos cuantitativos de contenidos cecales
(heces), mucosa cecal lavada, higado y sangre, 24 horas siguiendo la
hepatectomia quinirgica al 30% e inyeccién cecal directa de 1 x 107 cfu/ml
de PA27853. Una ANOVA de una via demostrd un aumento
estadisticamente significativo del conteo bacteriano en los contenidos
cecales, mucosa, higado y sangre en ratones siguiendo la hepatectomia
(P<0.001). Se observé una disminucién significativa (P<0.05) en los conteos
bacterianos del higado y sangre para PEG 3350, mientras que el PEG 15-20
previno completamente la diseminacién de PA27853 al higado y sangre de
los ratones.

La Figura 2 muestra el efecto protector de PEG 15-20 contra la
disfuncién de la barrera epitelial inducida por PA27853 como se evalud
mediante la resistencia eléctrica trans-epitelial. a. Los datos representan la
media £ SEM % de la maxima caida de TEER desde la linea de base de
cultivos triplicados (n=7) observados durante 8 horas de exposicién apical a
1 x 107 cfu/ml de PA27853. Una disminucion estadisticamente significativa
en el TEER se demostrd (ANOVA de una via (P<0.001)) en las células caco-
2 expuestas a PA27853. Se demostré un efecto protector estadisticamente
significativo sobre la caida de TEER inducida por PA27853 para PEG 15-20
(P<0.001). b. Imagen de células caco-2 en presencia de PEG 3.35 y
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exposicion apical a PA27853. Las imagenes tomadas después de 4 horas
de co-cultivo demostraron la pérdida de integridad de monocapa con células
flotando de 30-40 micrones por encima de las estructuras de célula que
muestran adherencia de PA27853 a las membranas celulares. c. Las
células caco-2 expuestas apicalmente a PA27853 después de 4 horas en
presencia de PEG 15-20 no mostraron evidencia de células flotantes en
ninguno de los planos examinados.

La figura 3 ilustra el efecto inhibidor de los PEG2 sobre la expresién
de PA-l en PA27853. a. Andlisis de mancado Westem. La exposicion de
PA27853 a la molécula C4-HSL de sefial de quorum sensing 1 Mm, produjo
un aumento estadisticamente significativo (P<0.001 ANOVA de una via) en
la expresidn de la protelna de PA-l que fue parcialmente inhibida en
presencia de PEG 3.35 al 10%, y mucho méas inhibido con PEG 15-20 al
10%. a'. La concentracién inhibidora minima de PEG 15-20 sobre la
expresion de PA-l inducida por C4-HSL fue del 5% (P<0.01). b. La
microscopla de electron de células de bacterias individuales expuestas a C4-
HSL en presencia y ausencia de PEGs, demostrd que la C4-HSL causé un
cambio morfolégico en la forma y expresion Pili de P. aeruginosa. El efecto
morfolégico inducido por C4-HSL se elimindé completamente en presencia de
PEG 15-20, pero no de PEG 3.35. Se puede ver un efecto del tipo halo
alrededor de PA27853 expuesta al PEG 15-20. e¢. Hibridacién hacia el
Norte. La exposicion de PA27853 a C4-HSL 0.1 mM produjo un aumento
estadisticamente significativo (P<0.001 ANOVA de una via) en la expresion
de PA-I mRNA que se inhibié en gran medida con PEG 15-20 al 10%. d. El
aumento en PA-I mRNA inducido por 4 horas de exposicién a células caco-2
se inhibié en presencia de PEG 15-20, pero no en PEG 3.35 (P<0.001
ANOVA de una via).

La Figura 4 muestra el efecto de las soluciones de PEG sobre
patrones de crecimiento aridos de la integridad de la membrana de
PA27853. a. El efecto de las dos soluciones de PEG sobre la integridad de la
membrana bacteriana se evalué mediante el método de manchado que
consiste de SYTO 9 y yoduro de propidio. Ninguna solucién de PEG tuvo
ningin efecto sobre la permeabllidad de la membrana bacteriana. b. Los
patrones de crecimiento de PA27853 parecen idénticos en las dos
soluciones de PEG con respecto al medio de TSB libre de PEG (control).
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La Figura 5 presenta imagenes de Microscopla de Fuerza Atdmica
(AFM) de células Caco-2 y células bacterianas expuestas a los PEGs. a-c.
imagenes de AFM de células caco-2 en presencia de medio solo (a), medio
con PEG 3.35 (b), y medio con PEG 15-20. Se vio que el PEG 3.35 forma
una alfombra lisa sobre las células caco-2 (b), mientras que el PEG 15-20
formd una cubierta méas definida topograficamente (c). d-f. Imagenes de
AMF de PA27853 en PEG 3.35 y PEG 15-20. El PEG 3.35 foormd una
envoltura lisa alrededor de las células bacterianas (8), mientras que el PEG
15-20 no sélo se pegd estrechamente a las células individuales (f), sino que
también aumentd el didmetro de polimero/bacteriano {(g,h), distanciando asl
las bacterias individuales entre sl.

La Figura 6 muestra el efecto de la solucién de PEG sobre el patrén
de dispersidon/agregacion de PA27853. El patrén de dispersion de las
células bacterianas en los discos dTC3 se observd directamente con un
microscopio de fluorescencia invertida Axiovert 100 TV usando un filtro de
fluorescencia DIC y GFP, en una magnificacion de objetivo de 63 X. La
temperatura se ajustd con un sistema de control de temperatura de
termoestato Bioptachs. Se usaron lamparas de tungsteno (100 V) tanto para
la excitacion DIC como GFP. Se usd el software de imagenes de 3D
(slidebook) de Intelligent Imaging Innovations para representar el patrdn de
dispersion de las células bacterianas en el plano Z usando el filtro GFP. Se
vieron células de P. aeruginosa en el medio sin células caco-2 en la imagen
DIC (6a4) y reconstruccion del plano Z (6az2). En presencia de células caco-
2, las células bacterianas desamrollaron una apariencia agregada (6b,) y se
vieron adherentes a las células caco-2 (6bz2). El PEG 3350 al 10% disminuyd
la motilidad de las bacterias e indujo la formacién inmediata de microcolonias
bacterianas en forma de hongos (6¢;) que se adhieren al fondo del agujero
(6cz). En presencia de células caco-2, las microcolonias bacterianas fueron
del orden de 8 micrones por encima del plano de las células epiteliales
(6d42). ElI PEG 15-20 al 10% disminuyd en gran medida la motilidad de las
células P. aeruginosa. Sin embargo, para las primeras 0.5-1 horas de
incubacién en medio que contenla PEG 15-20, las células bacterianas
formaron microcolonias en forma de arafia que estaban cerca del fondo del
agujero. (6e42). En varias horas, las microcolonias en forma de patas de
arafia ocuparon el espacio/volumen total del medio (no mostrado). En
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presencia de las células caco-2, las células de P. aeruginosa perdieron la
configuracién tipo arafia y se vieron elevadas por encima del plano del
epitelio (30-40 micrones) (6f; 2).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La Invencibn provee productos y métodos que presentan
colectivamente enfoques simples y econdmicos para el tratamiento y/o
prevencidon de una variedad de desordenes epiteliales mediados por
microbios, i.e., condiciones anomales y enfermedades, que sufren muchos
mamiferos, incluyendo los humanos. Mediante la administracion de
polimeros polares de alto peso molecular, tal como polietilen glicol de PMA a
un animal en necesidad, incluyendo aquellos en riesgo, se pueden tratar
cualquier nimero de condiciones anormales de salud 0 amenaza a la vida,
i.e., desordenes y enfermedades epiteliales, que incluyen sepsis derivada
del intestino, con costo minimo y entrenamiento minimo de los médicos. Sin
intentar estar ligado por la teoria, los beneficios proporcionados por la
invencidn son consistentes con el principio que los desordenes epiteliales
mediados por microbios pueden ser prevenidos, mejorados o tratados
exitosamente facilitando un ambiente que conduce a la supervivencia de
tales microbios. Un entendimiento de la siguiente descripcion mas detallada
de la invencion se facilita inicialmente por el establecimiento de los
siguientes significados para los términos usados en esta revelacion.

Una “condicion anomal® se define ampliamente que incluye
enfermedades mamiferas, desordenes mamiferos y cualquier estado
anomal que la salud mamifera que esté caracterizado por una superficie
epitelial en riesgo de desarrollar un desorden mediado por microbios. Las
condiciones anormales caracterizadas por una superficie epitelial en riesgo
de desarrollar un desorden mediado por microbios, incluyen condiciones en
las cuales la superficie epitelial ha desarroliado un desorden mediado por
microbios. Condiciones ejemplares incluyen enfermedades humadas y
desordenes humanos que requieren o producen la intervencidn médica, tales
como dafio de quemadura, enterocolitis neonatal, neutropenia severa,
enfermedad de intestino inflamatorio, enteropatia (e.g., del criticamente
enfermo) y rechazo de transplante (e.g., 6rgano).

Ul
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"Dafio de quemadura"” significa dafio a tejido mamifero resultante de la
exposicion del tejido al calor, por ejemplo en forma de una llama abierta,
vapor, fluido calients y una superficie caliente.

A la Neutropenia “severa” se le da su significado ordinario y
acostumbrado de una disminucién marcada del nimero de neutrfilos.

“‘Rechazo de transplante” se refiere a cualquier desarrolio de material
transplantado (e.g., un drgano) reconocido por estar asociado con el rechazo
final de ese material por el organismo huésped.

A “administrar” se le da su significado ordinario y acostumbrado de
entrega por cualquier medio adecuado reconocido por la téchica. Formas
ejemplares de administraciéon incluyen entrega oral, entrega anal, puncién
directa o inyeccién, aplicacion tdpica, y aplicacion de atomizado (e.g.,
atomizado de nebulizacién), gel o fluido a un ojo, oldo, nariz, boca, ano o
abertura uretral.

Una "dosis efectiva” es aquella cantidad de una sustancia que provee
un efecto benéfico en el organismo que recibe la dosis, y puede variar
dependiendo del propdsito de la administracién de la dosis, el tamafio y la
condicion del organismo que recibe Ia dosis y otras variables reconocidas en
la técnica, como relevantes para una determinacién de una dosis efectiva. El
proceso para determinar una dosis efectiva involucra procedimientos de
optimizacién de rutina que estan dentro de la habilidad de [a técnica.

A un "animal® se le da su significado convencional de un ser viviente
no planta, no protisto. Un animal preferido es un mamfifero como un
humano.

En el contexto de la presente revelaciéon, una “necesidad” es un
organismal, érgano, tejido o estado celular que podria beneficlarse de la
administracion de una dosis efectiva a un organismo caracterizado por ese
estado. Por ejemplo, un humano en riesgo de desarmollar sepsis derivada
del intestino, o que presenta un sintoma de este, @8 un organismo en
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necesidad de una dosis efectiva de un producto, tal como una composicion
farmacéutica, seg(n la presente invencion.

Al "Peso molecular promedio® se le da su significado ordinario y
acostumbrado de la media aritmética de los pesos moleculares de los
componentes (e.g., moléculas) de una composicién, sin importar la precisién
de la determinacién de esa media. Por ejemplo, polietilen glicol, o0 PEG, que
tiene un peso molecular promedioc de 3.5 kilodaltons, puede contener
moléculas de PEG de peso molecular variable, siempre y cuando se
determine que la media aritmética de esos pesos moleculares es de 3.5
kilodaltons en algin nivel de precision, que puede reflejar un estimado de la
media aritmética, como se entenderia en la técnica. Anadlogamente, PEG 15-
20 significa PEG cuyos pesos moleculares producen una media aritmética
entre 15 y 20 kilodaltons, con esa media aritmética sometida a las
salvedades anotadas anteriormente. Estas moléculas de PEG incluyen, pero
no se limitan a polimeros de PEG simples. Por ejemplo, una pluralidad de
moléculas de PEG relativamente pequefias (e.g., 7,000 a 10,000 daltons) se
pueden unir, opcionalmente con una molécula enlazante como un fenol, en
una molécula sola que tiene un peso molecular mas alto (e.g., 15,000 a
20000 daltons).

“Integridad de membrana celular® significa la ausencia relativa de
modificaciones funcionalmente significativas de una membrana celular, tal
como un componente funcional de una célula viviente, como se entenderla
en la técnica.

A "Detectablemente alterado” se le da su significado ordinario y
acostumbrado de un cambio que es perceptible usando medios de deteccién
adecuados bajo las circunstancias, como se entenderia en la técnica.

“Patrén de crecimiento” se refiere colectivamente a los valores de
aquellas propiedades de una célula, 0 un grupo de células (e.g., una
poblacién de células), que son reconocidos en la técnica como crecimiento
celular caracteristico, tal como la generaciéon o doblamiento de tiempo de la
célula, la apariencia de la topografia de un grupo naciente de células, y otras
variables reconocidas en la téchica como que contribuyen a un
entendimiento del patrén de crecimiento de una célula o grupo de células.

3
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A “inhibir" se le da su significado ordinario y acostumbrado de inhibir,
reducir o pravenir. Por ejemplo, inhibir cambio morfolégico significa que el
cambio morfoldgico se hace mas diflcil o se previene totalmente.

"expresidon de PA-l, o PA-l lectina/adhesina significa la produccién o
generacidon de una actividad caracteristica de PA-l lectina/adhesina.
Tipicamente, la expresién de PA-l lectina/adhesina involucra la translacién
de un mRNA que codifica PA-! lectina/adhesina, para producir un polipéptido
de PA-l lectina/adhesina que tiene al menos una actividad caracteristica de
PA-l lectina/adhesina. Opcionalmente, la PA-l lectina/adhesina incluye
ademés la trascripcion de un ADN que codifica PA-l lectina/adhesina para
producir el mMRNA mencionado anteriormente.

"Activacién inducida por epitelioc® se refiere a un aumento en la
actividad de un objetivo dado (e.g., PA-l lectina/adhesina) a través de la
influencia directa o indirecta de una célula epitelial. En el contexto de la
presente invencién, por ejemplo, activacién inducida por epitelio de PA-I
lectina/adhesina se refiere a un aumento en esa actividad del polipéptido
atribuible a la influencia directa de un epitelio manifestado a través del
contacto directo de una célula o células epiteliales con un patbgeno
intestinal.

A "cambio morfolégico®" se le da su significado ordinario y
acostumbrado de una alteracién en la forma.

“Patégeno intestinal® significa un microbio patogénico capaz de
causar, totalmente o en parte, sepsis derivada del intestino, en un animal
como un humano. Los patbgenos humanos conocidos en la técnica estan
cubiertos por esta definicién, incluyendo bacilos gram negativos tales como
Pseudomonads (e.g., Pseudomonas aeruginosa).

“Aliviar” significa reducir el grado o severidad consistente con su
significado ordinario y acostumbrado.

"Quérum patogénico® significa la agregacidon o asociacibn de un
ndmero suficiente de organismos patogénicos (e.g., P. aeruginosa) para
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iniciar o mantener una sefial sensible de quérum, como se entenderia en la
técnica.

A "interaccién” se le da su significado ordinario y acostumbrado de
interactuar, como en la interaccién entre dos 0 mas productos bioldgicos,
tales como moléculas, células y similares.

*Resistencia Eléctrica Transepitelial®, o TEER se le da el significado
que esta frase ha adquirido en la técnica, que se refiere a una medida de la
resistencia eléctrica a lo largo del tejido epitelial, que es atil no
exclusivamente en la evaluacién del estado de las uniones estrechas entre
las células epiteliales en un tejido epitelial.

A "Adherencia” se le da su significado ordinario y acostumbrado de
asociarse fisicamente por méas de un periodo de tiempo transitorio.

“Topogréficamente asimétrico™ se refiere a una imagen, mapa u otra
representacién de la superficie de un objeto tri-dimensional (e.g., una célula)
que no es simétrica.

“Microscopia de fuerza atdbmica®, también conocida como microscopia
de fuerza de bamido, es una técnica para adquirir un mapa topogréfico de
alta resolucién, de una sustancia teniendo una sonda transversal voladiza de
la superficie de una muestra en un barmrido de trama y usar un medio
altamente sensible para detectar las deflecciones de la sonda, como se
entenderia en la técnica.

"Composicién farmacéutica® significa una formulacion de compuestos
adecuada para la administracion terapéutica, a un animal viviente, como un
paciente humano. Composiciones farmacéuticas preferidas segun la
invencién comprenden una solucién balanceada en viscosidad, perfil de
electrolito y osmolaridad, que comprende un electrolito, L-glutamina
recubierta de dextran, inulina recubierta de dextran, lactulasa, D-galactosa,
N-acetil-D-galactosamina y PEG 5-20% (15,000 — 20,000).

A “Adyuvantes”, “vehiculos® o “diluyentes® se les dan los significados
que han adquirido en Ia técnica. Un adyuvante en una o mas sustancias que
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sirven para prolongar la inmunogenecidad de un inmundgeno co-
administrado. Un vehiculo es una o mas sustanclas que facilitan la
manipulacion, tal como por una translocacion de una sustancia que esta
siendo transportada. Un diluyente es una o més sustancias que reducen la
concentracién o diluyen una sustancia dada expuesta al diluyente.

“PEG de PMA" se refiere a un PEG de peso molecular relativamente
alto definido como que tiene un peso molecular promedio de mas de 3.5
kilodaltons. Preferiblemente, el PEG de PMA tiene un peso molecular
promedio de mas de 5 kilodaltons, y en realizaciones particulares, el PEG de
PMA tiene un peso molecular promedio de al menos 8 kilodaltons, al menos
15 kilodaltons, y entre 15 y 20 kilodaltons.

Los siguientes ejemplos ilustran las realizaciones de la invencién. El
ejemplo 1 describe la proteccion contra la sepsis derivada del intestino
proporcionada a ratones hepactectomizados, por un PG de peso molecular
alto. El ejemplo 2 revela como el PEG de PMA previene la adherencia de
patégeno a las células epiteliales intestinales. El ejemplo 3 revela cémo el
PEG de PMA inhibe la expresién de virulencia patogénica generalmente, y la
expresion de PA-| lectina/adhesina, especificamente. El ejemplo 4 muestra
que el PEG no afecta el crecimiento, o integridad de membrana celular, de
los patdégenos. El ejemplo 5 ilustra la conformacion topografica Ginica de los
patbgenos recubiertos con PEG de PMA usando microscopfa de fuerza
atomica. El ejemplo 6 describe las interacciones célula-célula afectadas por
el PEG de PMA. El ejemplo 7 describe los métodos preventivos que usan
las composiciones de la invencién. El ejemplo 8 revela los métodos para
monitorear la administracién de PEG de PMA, como en los métodos de
tratamiento de la invencion, y los kits correspondientes.

EJEMPLO 1

El PEG de PMA protege contra la sepsis derivada del intestino
sigulendo la hepatectomla al 30%.

Ratones macho Balb/c fueron anestesiados y sometidos a
hepatectomla usando un protocolo convencional. Se realizé una excision sin
sangrado al 30% del higado a lo largo del I6bulo izquierdo extralble blando.
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Los ratones de control fueron sometidos a manipulacién del higado sin
hepatectomia. Los grupos experimentales y de control tenian cada uno siete
ratones. En todos los ratones se inyecté un volumen de 200 pl de 107 cfu/ml
de Pseudomonas aeruginosa PA27853 en la base del ciego mediante
puncién de aguja directa diluida ya sea con solucién salina, PEG 3.350 o
PEG 15-20 (PEGs). Los PEG de peso molecular relativamente bajo estén
disponibles comerciaimente; el PEG 15-20, que tiene un peso molecular
promedio de 15,000 a 20,000 daltons es una combinacién de PEG 7-8 y
PEG 8-10 covalentemente unidos a un anillo fenol. El PEG 7-8 tiene un
peso molecular promedio de 7,000 a 8,000 daltons y el PEG 8-10 tiene un
peso molecular promedio de 8,000 a 10,000 daltons. El experto notara que
los PEGs de PMA incluyen compuestos que tienen cualquier variedad de
subunidades de PEG, teniendo cada subunidad cualquiera de una variedad
de pesos moleculares unidos, preferiblemente covalentemente, entre sl 0 a
una o mas moléculas enlazantes, que son moléculas relativamente
pequefias que tienen grupos funcionales adecuados para unir las moléculas
de PEG. Los enlazantes adecuados conservan sustancialmente la actividad
biolégica del PEG de PMA (conservacién de suficiente actividad biologica
para notar un efecto profilactico o terapéutico benéfico como se revela aqul).

Con el fin de proveer una fuente constante de PEG para la duracion
de 48 horas del experimento, la aguja fue dirigida al intestino delgado (ileo) y
se inyectd 1 ml de solucidn salina, PEG 3.35 o PEG 15-20 retrégrada en el
intestino préximo. El sitio de puncién fue amarrado con una sutura de seda y
el ciego fue limpiado con alcohol. Los ratones fueron devueltos a sus jaulas
y 8o les dio H,O solamente por las siguientes 48 horas.

Las curvas de dosis respuesta para PEG 15-20 se ven en el panel b
de la Fig. 1. a. Un efecto protector estadisticamente significativo de PEG 15-
20 se determiné mediante la Prueba Exacta de Fisher (P<0.001). b. Se
determind que la concentracién protactora minima de PEG 1520 era 5%
(P<0.05). e. Los cultivos bacterianos cuantitativos de contenidos cecales
(heces), mucosa cecal lavada, higado y sangre, 24 horas siguiendo la
hepatectomla quirirgica al 30% e inyeccion cecal directa de 1 x 107 cfu/ml
de PA27853. Una ANOVA de una via demostrd6 un aumento
estadisticamente significativo del conteo bacteriano en los contenidos
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cecales, mucosa, higado y sangre en ratones siguiendo la hepatectomia
(P<0.001). Se observéd una disminucidn significativa (P<0.05) en los conteos
bacterianos del higado y sangre para PEG 3350, mientras que el PEG 15-20
previno completamente la diseminacién de PA27853 al higado y sangre de
los ratones.

La cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (PA27853) es un
alslado clinico no mucoide de un cultivo de célula. La inyeccién cecal directa
de cepa PA27853 en ratones previamente sometidos a hepatectomia
quirdrgica sin sangrado al 30% produjo un estado de sepsis clinica y no
hubo sobrevivientes a las 48 horas. Los ratones sometidos a laparotomia
simulada sin hepatectomia (controles), que son igualmente inyectados con
P. aeruginosa, sobreviven completamente sin ninguna sefial clinica de
sepsis (Fig. 1a). Para determinar la habilidad de las soluciones de PEG para
evitar o disminuir la mortalidad en este modelo, 200 ul de PA27853 a una
concentracién de 1 x 107 cfu/ml, se suspendieron en una de dos soluciones
al 10% (p/p) de polietilen glicol (PEG-3.35 versus PEG-15-20). El PEG-3.35
se escogid porque representa los PEGs de peso molecular que han estado
disponibles para uso clinico por los Gltimos 25 afios (Golytely®). En
comparacién, las soluciones de PEG seguin la invencién, que se usaron
tenlan pesos moleculares que varlan entre 1520 kDa. Las cepas
suspendidas fueron introducidas en el ciego mediante puncién directa. El
PEG 3.35 no tuvo ningln efecto en la mortalidad de los ratones siguiendo la
hepatectomia, mientras que el PEG 15-20 fue completamente protector. De
hecho, el PEG 15-20 tenla un efecto protector estadisticamente significativo
como lo determind la Prueba Exacta de Fisher (P<0.001). Los experimentos
dosis-respuesta demostraron que una solucion al 5% es la concentracion
minima de PEG 15-20 que fue completamente protectora (P<0.05; Ver Fig.
1b), aunque el experto en la téchica reconocera que se esperaria que las
soluciones de PEG de PMA de menos de 5% proveen alguna proteccién, y
de este modo, caen dentro del alcance de la presente invencion. Con
respecto a los conteos bacterianos en los ratones de control y
experimentales, un anélisis de varianza de una via (ANOVA) demostrd un
aumento estadisticamente significativo en los conteos bacterianos en los
contenidos cecales, mucosa, higado y sangre en los ratones, siguiendo la
hepatectomia (P<0.001). Se observd una disminucién significativa (P<0.05)
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en los conteos bacterianos del higado y sangre para PEG 3350, mientras
que el PEG 15-20 previno completamente la diseminacién de PA27853 al
higado y sangre de los ratones. El PEG 15-20 inhibid® completamente la
diseminacion de la PA27853 intqstinal al higado y corriente sangulnea (Fig,
1c). Los datos indican que la accién de las soluciones de PEG involucran
mecanismos que son no-microbicidales. Dadas a concentraciones de PEG
no toxicas a las células de mamiferos (i.e., aproximadamente 10%), no se
puede demostrar ningin efecto en los patrones de crecimiento bacteriano.

El ejemplo demuestra que el PEG de PMA reduce la tasa de
mortalidad atribuible a la sepsis derivada del intestino en ratones sometidos
a intervencién quirirgica en forma de una hepatectomia parcial. Este
modelo de raton indica que la terapia de PEG de PMA es (itil para reducir la
tasa de mortalidad de una especie animal (i.e, reduce la probabilidad de
mortalidad en cualquier organismo dado), tal como un mamifero como el
hombre, sometido a esfuerzo fisioldgico como una cirugla invasiva (e.g.,
hepatectomia parcial). Se espera que la terapia de PEG de PMA sea
efectiva en los métodos para prevenir la muerte o enfermedades serias
asociadas con la sepsis cuando son implementadas, seguido del esfuerzo
fisiologico (e.g., durante el cuidado post-operatorio). Ademas, la terapia de
PEG de PMA se puede usar antes del esfuerzo fisiolégico (cuidado pre-
operatorio), bajo circunstancias en donde la introduccién del esfuerzo es
pradecible, para disminuir el riesgo de enfermedad seria o muerte. La
terapia de PEG de alto peso molecular también es Gtil para aliviar un
sintoma acosijado con una enfermedad o condicidn anormal asociada con la
sepsis derivada del intestino.

EJEMPLO 2

El PEG de PMA previene la adherencla patégena a los epitelios
intestinales

Las uniones estrechas son elementos dindmicos del citoesqueleto
celular epitelial que juegan un papel en la funcién barrera del tracto intestinal
mamifero. La P. aeruginosa produce una alteracibn profunda en la
permeabilidad de unibn estrecha segin se mide mediante la resistencia
eléctrica transepitelial (TEER) tanto de células caco-2 como células T-84.
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Las células caco-2 son células epiteliales del colon humano bien
caracterizadas que mantienen un TEER estable en cultivo, y esta linea de
células provee un modelo /n vitro reconocido del comportamiento in vivo de
los patdgenos intestinales. Para determinar el efecto protector del PEG
sobre las disminuciones de TEER de P. aeruginosa inducida por PA27853
de monocapas caco-2 cultivadas, se inocularon apicalmente 1 x 107 cfu/mi
de PA27853 en dos monocapas de células caco-2 en presencia de PEG
3.35 al 10% o PEG 15-20 al 10%. La TEER se midié seriaimente por 8
horas y se registro la maxima calda de TEER.

Solamente el PEG 15-20 protegié significativamente contra la
disminucion en TEER inducida por P. aeruginosa (Fig. 2a). Los datos
presentados en la Fig. 2 representan la media + SEM % de la maxima calda
de TEER desde la linea de base de cultivos triplicados (n=7) observados
durante 8 horas de exposicion apical a 1 x 10 cfu/ml de PA27853. Una
disminucion estadisticamente significativa en el TEER, como se demostré en
en las células caco-2 expuestas a PA27853, fue revelada mediante ANOVA
de una via (P<0.001). Se demostrd un efecto protector estadisticamente
significativo sobre la caida de TEER inducida por PA27853 para PEG 15-20
(P<0.001). La Figura 2b muestra células caco-2 an presencia de PEG 3.35y
exposicion apical a PA27853. Después de 4 horas de co-cultivo en
presencia de PEG 3.35, se observo el trastomo de las monocapas de células
caco-2 que muestran bacterias adherentes focalmente, con células flotando
de 30-40 micrones por encima de las estructuras de [a monocapa (Fig. 2b).
En contraste, La Fig. 2C que muestra imagenes de células caco-2 expuestas
apicalmente por 4 horas a PA27853 en presencia de PEG 15-20 no
mostraron evidencia de células flotantes en ninguno de los planos
examinados. El efecto protector del PEG 15-20 sobre la integridad de las
células caco-2 se asoclé con menor adherencia bacteriana, reflejada por una
recuperacibn mayor a 15 veces de bacterias en los sobranadantes de
células seguido de una exposicién por 4-horas a 1 x 10° cfu/ml de PA27853.

La resistencia de las células epiteliales intestiales humanas cultivadas
en PEG a los efectos del trastorno de barrera de la P. aeruginosa, seguin lo
juzgado por el mantenimiento de la TEER, ofrece un criterio practico para
estabilizar la funcién de barrera de unién estrecha al encarar el reto de
patdgenos invasores. Mayor evidencia del valor terapéutico del PEG 15-20
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es que la funcién de transporte epitelial (intercambio Na*/H*, transporte de
glucosa) no esta afectado por este compuesto.

Asl, el PEG de PMA es relativamente inerte y tiene un efecto
estabilizador en la barrera epitelial intestinal. La Invencion abarca métodos
de tratamiento de anomalidades de la bamera intestinal asociadas con
patégenos intestinales tales como P. aeruginosa, mediante la administracién
de PEG de PMA a un animal tal como un mamifero, y preferiblemente un
humano. Una anommalidad de la barrera intestinal se puede revelar
mediante cualquier técnica de diagnéstico, u otros medios conocidos en la
técnica. Sin embargo, no es necesario identificar una anomalidad de la
barrera intestinal antes de! tratamiento con PEG de PMA. El bajo costo y
alto grado de seguridad asociado con el tratamiento de PEG de PMA hacen
este enfoque adecuado tanto para aplicaciones profilacticas, preferiblemente
dirigidas hacia organismos en riesgo, como para métodos de tratamiento
aplicados a animales que muestran al menos un sintoma caracteristico de
una anormalidad de barrera intestinal. Los métodos de tratamiento de PEG
de PMA aliviarian un sintoma asociado con una anomalidad de barrera
intestinal; preferiblemente, los métodos reducirian o eliminarian los efectos
de la sepsis derivada del intestino de un organismo tratado.

EJEMPLO 3
El PEG de PMA Inhibe la expresién de virulencla en enos

La expresién de la PA-l lectina/adhesina en la PA27853 de P.
aeruginosa se aumentd en el ciego de ratones seguido de la hepatectomia, y
jugd un papel clave en el efecto letal de la P. aeruginosa en el intestino del
ratén. Las PA-l funciona como una virulencia significativa determinante en el
intestino del raton facilitando la adherencia de PA27853 al epitelio, asi como
creando un defecto de barrera significativo a las citotoxinas, exotoxina A y
elastasa. La expresion de PA-l en la P. aeruginosa es regulada mediante el
regulador transcripcional RhIR y su activador compafiero C4-HSL. La
expresion de PA-| en PA27853 no solo aumentd por la exposicién a C4-HSL,
sino que también por el contacto con células caco-2, preparaciones de
membrana de células caco-2 y sobrenadantes de cultivos de célula caco-2.
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Se usé la hibridizacion al norte para analizar la expresién de PA-1 en
el nivel transcripcional. El RNA total de P. aeruginosa se aislé6 mediante el
método de tres detergentes modificado. Las sondas fueron generadas
mediante PCR usando plantillas de PA-I:

F(ACCCTGGACATTATTGGGTG) (SEC ID NO: 1),
R(CGATGTCATTACCATCG-TCG) (SEC ID NO: 2) y plantillas 16S:
F(GGACGGGTGAGTAATGCCTA) (SEC ID NO: 3),

R(CGTAAGGGCCATGATGACTT) (SEC ID NO: 4), y se clonaron en el
vector pCR2.1 (Invitrogen, Inc.). Los insertos fueron secuencias que se
acoplaron a la secuencia de PA-l 0 16S. Las sondas de cADN especificas
para PA-l y 16S fueron radiomarcadas con a*P-dCTP. La radioactividad
especifica fue medida mediante un phosphorimager Storm 860 (Molecular
Dynamics, CA), y los cambios de porcentaje relativos comparados con el
control fueron calculados con base en la relacion de intensidad de PA-l y
168. Se uso manchado Western para el andlisis de la proteina PA-l, usando
anticuerpos anti-PA-l policlonales purificados por afinidad de conejo. Un mi
de células de P. aeruginosa se lavd con PBS y se calentd a 100°C en
amortiguador de lisis (SDS al 4%, Tris-HCI 50 mM, pH 6.8); se realizd el
andlisis de inmunotransferencia mediante electrotransferencia de proteinas
después de Tricita SDS-PAGE. La PA-l lectina fue detectada mediante el
reactivo de ECL (Amersham, NJ).

La exposicién de PA27853 de P. aeruginosa a la molécula C4-HSL de
sefial de quorum sensing 1 mM, produjo un aumento estadisticamente
significativo (P<0.001 ANOVA de una via) en la expresion de la proteina de
PA-l que fue parcialmente inhibida en presencia de PEG 3.35 al 10%, y se
inhibié en una extensién mucho mayor con PEG 15-20 al 10% (Fig. 3). La
concentracién inhibidora minima de PEG 15-20 sobre la expresion de PA-|
inducida por C4-HSL fue del 5% (P<0.01, ANOVA de una via). El examen
microscopico de electrén de células bacterianas individuales expuestas a
C4-HSL en presencia y ausencia de PEGs, demostrd que la C4-HSL causd
un cambio morfolégico en la forma y expresion Pili de P. aeruginosa (Fig.
3b). El efecto morfolégico inducido por C4-HSL se elimind completamente
en presencia de PEG 15-20, pero no se eliminé completamente en presencia
de PEG 3.35. Se vio un efecto del tipo halo alrededor de PA27853 expuesta
al PEG 15-20 (Fig. 3b). La exposicién de PA27853 a C4-HSL 0.1 mM
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produjo un aumento estadisticamente significativo (P<0.001 ANOVA de una
via) en la expresion de PA-/ mRNA usando manchado Northem. La
expresion de PA-/ mRNA se inhibié en gran medida con PEG 15-20 al 10%.
La Fig. 3d. muestra que el aumento en PA-/ mRNA inducido por una
exposicién de 4 horas a células caco-2 se inhibié en presencia de PEG 15-
20, pero no en PEG 3.35 (P<0.001 ANOVA de una via).

Los datos presentados aqul muestran que se observéd una atenuacion
significativa (disminucién de 3-4 veces) de la expresion de PA-l (proteina y
mRNA) en PA27853, inducida por C4-HSL 100 uM - 1mM, cuando las
bacterias fueron pre-tratadas con PEG 15-20 al 10%. Este efecto no se
observd con PEG 3.35 (Fig. 3a). También se observé la atenuacion de la
expresién de PA-l inducida por C4-HSL para PEG 3.35 al 10%, aunque el
grado de atenuacién fue significativamente menos que para PEG 15-20 al
10%. La concentracién minima de PEG 15-20 que inhibid la expresién de
proteina PA-| inducida por C4-HSL fue del 5% (Fig. 3B). La microscoplia de
electron de células bacterianas individuales expuestas a C4-HSL demostrd
que C4-HSL causé un cambio morfolégico en la forma y expresion pili de
PA27853 (Fig. 3b). EIl efecto morfolégico inducido por C4-HSL se elimind
completamente en presencia de PEG 15-20, pero no en PEG 3.35 (Fig. 3b).
La expresién de PA-l (mMRNA), inducida por exposicién de 4 horas a células
caco-2, se inhibié en presencia de PEG 15-20 pero no en PEG 3.35 (Fig.
3B). El efecto protector de la expresién de PA-l inducido por células caco-2
con PEG 15-20 persistid® en los experimentos de exposicién durante la
noche.

El PEG de PMA también afecta la expresion de virulencia de P.
aeruginosa en respuesta a un estimulo conocido. La atenuacién de la
expresion de PA-l inducido por C4-HSL en PA27853 puede ser un efecto
protactor mayor de PEG 15-20, dado que la sefializacién de quorum sensing
6s un mecanismo bien establecido de expresién de virulencia para este
patdgeno. Se espera que la interferencia inducida por PEG 15-20 con la
expresion de PA-| inducido por célula caco-2 sea un aspecto importante del
efecto protector del PEG 15-20. Se encontrd que el PEG 15-20 tiene un
efecto protector en animales huésped a través de la atenuacion de la
expresibn de PA-l de P. aeruginosa (PA27853) en respuesta a los
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contenidos cecales filtrados (heces) de ratones seguido de hepatectomia al
30%. Se espera que la habilidad del PEG 15-20 para blindar la P.
aeruginosa de factores huésped que aumentan su expresién virulencia sea
adn otro mecanismo mediante el cual los organismos son protegidos de la
sepsis derivada del intestino.

En consecuencia, la Invencién incluye materiales en forma de kits y
los métodos cormespondientes para administrar un PEG de PMA a un animal,
para prevenir o tratar una condicion caracterizada por el expresién de un
factor de virulencia o determinante, por un patdgeno intestinal, como una de
las seudomonas. Un determinante de virulencia puede contribuir a la
virulencia directa o indirectamente. Un ejemplo de una contribucion indirecta
es ol efecto de la PA/I lectina/adhesina de P. aeruginosa sobre la adhesion
del patégeno intestinal a los epitelios intestinales, y/o la generaciéon de un
defecto de barrera a las citotoxinas, exotoxina A y elastasa.

EJEMPLO 4

El PEG no afecta el crecimiento celular, o Integridad de membrana
celular de patégenos

Se evalué el efecto de las dos soluciones de PEG (PEG 3.35 y PEG
15-20) sobre la integridad de la membrana bacteriana mediante un método
de manchado que consiste de SYTO 9 y yoduro de propidio. Ninguna
solucién de PEG tuvo ningln efecto sobre la permeabilidad de la membrana
bacteriana (Fig. 4a). La integridad de membrana se determiné usando un kit
de viabllidad bacteriana vivo/muerto L-3152 (Molecular Probes). Las
bacterias fueron cuantificadas y los conteos expresados como cfu/mil,
mediante colocacién en placas de diluciones de 10 veces de muestras
tomadas a diferentes tiempos de incubacién. Las curvas de crecimiento de
P. aseruginosa crecida durante la moche en medio de TSB que contiene
cualquiera de las dos soluciones de PEG no mostrd ningun efecto inhibidor
por ninguna solucién de PEG sobre la cantidad bacteriana (Fig. 4b). De
hecho, el patrén de crecimiento en cada uno de los medios que contienen
PEG fue indistinguible del patrén de crecimiento en el medio de TBS libre de
PEG. Se midio la actividad de una enzima doméstica involucrada en el
metabolismo de energlia, la deshidrogenada lactato (LDH) a diferantes
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puntos de tiempo durante las fases de crecimiento exponencial y
estacionaria. Se midié la actividad de LDH en un ensayo de diaforasa
enzimética acoplada usando una mezcla de sustrato de CyloTox 96
(Promega). Se determiné la concentracion de proteina usando el Ensayo de
Proteina BCA (Pierce). No se observé ningin cambio en la actividad de
LDH en los sobrenadantes libres de célula de P. aeruginosa cultivados en
presencia de los PEGs. Los resultados de este experimento indican que el
PEG de PMA tiene un efecto insignificants en los patrones de crecimiento
bacteriano.

Los métodos de la invencion y los productos correspondientes (e.g.
kits) proveen el beneficio de prevenir o tratar enfermedades o condiciones
anormales asociadas con sepsis derivada del intestino sin influenciar
significativamente la composicién de la flora intestinal. Igualmente, los
métodos y productos de la invencién se pueden usar para aliviar un sintoma
asociado con tales enfermedades o condiciones anomales sin cambio
significativo de la composicién microbiana del intestino. El experto en la
técnica reconoce que los métodos (v kits) que no perturban
significativamente la composicion de la flora intestinal son deseables en
cuanto a que no se esperaria que tales métodos condujeran a
complicaciones de salud secundarias que surjan de tal perturbacion.

EJEMPLO 5
Microscopla de Fuerza atémica del eno recublerto con PEG

Alicuotas de uno por ciento de un cultivo de PA27853 cultivado
durante la noche fueron sub-cultivadas en caldo de soya triptico (TSB), con o
sin PEG de PMA al 10%, por 4 horas a 37°C. Se retinrb una gota de cada
subcultivo y las células PA27853 de P. aeruginosa fueron lavadas
extensivamente con PBS, secadas sobre la parte superior de mica en aire
soplado por 10 minutos, y se representd inmediatamente. Se realizd la
imagen de las bacterias secas con AFM del modo de golpeteo ligero, en aire
con un Microscopio de Sonda de Rastreo Nanoscopio Multimodo IIIA
(MMAFM, Digital Instruments). Las células caco-2 sub-confluentes fueron
tratadas con PEG de PMA al 10% por 4 horas, y se lavaron extensivamente
con PBS. La imagen de AFM de las células se realizé en PBS sin usar un
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anillo O. Para la electroscopla de electrén, se inoculé PA27853 en TBS con
y sin C4-HSL 1 mM, y PEG de PMA al 10%, y se inoculé durante la noche.
Una gota de P. aeruginosa al 1% fue manchada con acetato de uranilo y se
lavé con NaCl 0.5 M antes del examen bajo la microscopia de electron.

La microscopia de fuerza de electrdn de células caco-2 mostrd una
superficie no uniforme clasica con.microvellocidades de tipo borde de cepilio,
mientras que las células expuestas a PEG 3.35 demostraron una apariencia
plana lisa sobre la superficie de las células epiteliales (Figs. 5a,c). El PEG
15-20 parece tapar las células caco-2 por el llenado de asimetrias a lo largo
del plano definido topograficamente (Fig. 5e), produciendo una cubierta
compleja definida topograficamente. En una técnica de alguna forma similar,
las células de PA27853 expuestas al PEG 3.35 demostraron un patrén de
recubrimiento liso del polimero a las células bacterianas y cubrieron las
bacterias circunferenciaimente en una forma mas asimétrica
topograficamente. El anélisis transversal de la medida de fuerza atémica del
didametro bacteriano en PEG 15-20 mostrd un aumento significativo de la
envoltura bacterias/PEG en la solucion de PEG (Fig S5e, f). En otras
palabras, el PEG 3.35 forma una envoltura lisa alrededor de las células
bacterianas Individuales (Fig. 5e), mientras que el PEG 15-20 cubre
astrechamente las células individuales (Fig. 5f) y aumenta el didmetro de
polimero/bacteriano (Figs. 5g, 5h), distanciando asl las bacterias individuales
entre sl.

Sin intentar estar ligado por la teoria, el PEG de PMA ejerce sus
efectos benéficos mediante el simple distanciamiento fisico de la P.
aeruginosa del epitelio intestinal. Alternativamente, el PEG de PMA puede
proveer beneficios mediante la prevencién de la formacién de una sefial de
activacién del quorum sensing patogénico que surge de la interaccion célula-
célula de las células patogénicas. De nuevo, sin pretender estar ligado a la
teorla, es posible que el recubrimiento de superficies biolégicas con PEG de
PMA produzca una pérdida de la libertad conformacional de las cadenas de
PEG de recubrimiento, y la repulsién de las protelnas de proximidad. Las
interacciones polar-polar entre el PEG de PMA y las células caco-2 podrian
afectar la elasticidad de las cadenas de PEG, restringiendo ciertas cadenas
laterales de PEG de PMA a un constructo molecular que repele la proteina.
Los datos presentados aqul soportan la conclusién que las células caco-2
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recubiertas con PEG de PMA son mas repelentes a P. aeruginosa que las
células caco-2 no recubiertas, debiéndose tal vez a una pérdida de la
“entropia conformacional” como resultado de alguna interaccién dindmica del
PEG de PMA con células caco-2.

El resultado de este experimento establece que el tratamiento de PEG
de PMA tiene un efecto en las células tratadas, que afectan notablemente la
topologla de superficie de tales células. Mas aln, el efecto de la exposicién
de PEG de PMA en tales células es diferente del efecto que el PEG 3.35
tiene en tales células. Sin pretender estar ligado al a teoria, los resuitados
revelados aqui si proveen una correlacion fisica para el efecto
marcadamente diferente sobre las células mostradas con PEG de PMA con
relacion a PEGs de peso molecular bajo, tal como PEG 3.35.

EJEMPLO 6
El PEG de PMA afecta las Interacclones célula-célula

Para observar directamente el efecto de las soluciones de PEG en la
orientacion espacial de P. aeruginosa, se realizaron experimentos con cepas
vivas de P. aeruginosa PA27853/EGFP que porta el gen egfp que codifica la
proteina fluorescente verde. Los experimentos se realizaron en presencia y
ausencia de células caco-2. Con el fin de representar el efecto de los PEGs
tanto en las bacterias y su interaccién con los epitelios cultivados, se usé la
microscopla de contraste de interferencia diferencial (DIC) y representacién
de GFP.

El gen EGFP que codifica la proteina fluorescente verde se amplifico
usando el plasmido pBI-EGFP (Clontech) como un templete. Los sitios de
restriccion Xbal y Psfl fueron introducidos usando plantillas
TCTAGAACTAGTGGCTCCCCGCGGATG (SEC ID NO: 5) vy
GCAGACTAGGTCGACAAGCTTGATATC (SEC ID NO: 6). El producto de
PCR fue clonado directamente en el vector pCR 2.1 usando un kit de
clonacién de TA (Invitrogen), seguido de la transformacién del constructo
pCR2.1/EGFP en DH5a de E. coli. El gen EGFP fue extirpado de su
constructo mediante la digestion con Xbal y Pstl, y el fragmento que contenla
el gen extirpado fue clonado en el vector en enlace de E.coll-P.aeruginosa
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pUCP24, que habla sido digerido con las mismas enzimas de restriccion. El
constructo resultante (i.e., pUCP24/EGFP), que contenia el gen EGFP en el
vector de enlace, fue electroporado a 25 uF y 2500 V en las células de
PA27853 electro-competentes. Las células que contienen PA27853/EGFP
fueron seleccionadas sobre placas de LB-agar que contienen 100 pg/ml de
gentamicina (Gm).

Las células que portan PA27853/EGFP fueron cultivadas durante la
noche en LB que contiene 100 ug/ml de Gm, y 1% del cultivo se us6é para
inocular LB fresco que contiene 50 pg/ml de Gm. Después de 3 horas de
cultivo, se agregd isopropil-B-D-tiogalactopiranosida (IPTG) hasta una
concentracién final de 0.5 mM, y los cultivos fueron incubados por 2 horas
adicionales. 100 pl del cultivo bacterial se mezclaron con 1 ml del medio
HDMEM (Gibco BRL) amortiguado con HEPES, y que contiene suero fetal
bovino al 10% (HDMEM HF) y PEG de PMA al 10%. Células caco-2 de
cuatro dlas de edad (p10-p30) cultivadas en discos de dTC3 de 15 mm de
espesor (Biotech) en HDMEM HF fueron lavadas una vez en HDMEM HF
con o sin PEG de PMA. Un mi de suspension bacteria!l preparada como
antes, se agregé a un plato dTC3 que contiene células caco-2. El patrén de
dispersion de células bacterianas en los platos dTC3 se observd
directamente con un microscopio de fluorescencia invertida Axiovert 100 TV
usando filtros de fluorescencia DIC y GFP, en una magnificacién de objetivo
de 63 X. La temperatura se ajust6é con un sistema de control de temperatura
de termoestato Bioptechs. Se usaron lamparas de tungsteno (100 V) tanto
para la excitacién DIC como GFP. Se uso el software de imagenes de 3D
(slidebook) de Intelligent Imaging Innovations para representar el patrén de
dispersion de las células bacterianas en el plano Z usando el filtro GFP. Se
vieron células de P. aeruginosa plancténicas en el medio sin células caco-2
.en la imagen DIC (6a,) y reconstruccién del plano Z (8az). En presencia de
células caco-2, las células bacterianas desamollaron una apariencia
agregada (Fig. 6b,) y se vieron adherentes a las células caco-2 (Fig. 6b2).
Una solucién de PEG 3350 al 10% disminuyd la motilidad bacteriana e indujo
la formacién inmediata de microcolonias bacterianas en forma de hongos
(Fig. 6¢4) que se adhieren al fondo del agujero (Fig. 6¢cz). En presencia de
células caco-2, las microcolonias bacterianas fueron aproximadamente 8
micrones por encima del plano de las células epiteliales (Fig. 6d42). Una
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solucién de PEG 15-20 al 10% disminuyd en gran medida la motilidad de las
células P. aeruginosa. Sin embargo, para las primeras 0.5-1 horas de
incubacién en medio que contenla PEG 15-20, las células bacterianas
formaron microcolonias en forma de patas de arafia que estaban cerca del
fondo del agujero (Fig. 6e,2). En varias horas, las microcolonias en forma
de patas de arafia ocuparon el espacio/volumen ftotal del medio. En
presencia de las células caco-2, las células de P. aeruginosa perdieron la
configuracién tipo patas de arafia y se vieron elevadas por encima del plano
del epitelio (30-40 micrones) (Fig. 6f, 2).

Para determinar la orientacién espacial de las interacciones de células
bacterianas-epiteliales en tres dimensiones, se realizaron Ilas
reconstrucciones del plano Z. Las imagenes demostraron que las dos
soluciones de PEG tenian efectos diferentes en el comportamiento de
agregaciéon de P. aeruginosa y afectaron diferencialmente la orientacién
espacial de las bacterias dependiendo de la presencia o ausencia de células
caco-2. En experimentos solamente con medio, se vio que la P. aeruginosa
muesira un patrdn uniformemente disperso (Fig. 6a). Sin embargo, las
células bacterianas examinadas en presencia de células caco-2
desarrollaron una apariencia agregada y se vieron adyacentes al plano de
las células epiteliales en el fondo de los agujeros (Fig. 6b). Las células
bacterianas examinadas en presencia de PEG 3.35 solo, formaron grandes
agregados y permanecieron en el fondo del agujero de cultivo (Fig. 6c),
mientras que las células bacterianas examinadas con células caco-2 en
medio que contenfa PEG 3.35, permanecieron suspendidas por encima del
plano de las células epiteliales (aproximadamente 8 micrones), manteniendo
su apariencia agregada (Fig. 6d). Las células bacterianas examinadas en
presencia de PEG 15-20 solo, mostraron un patrdn uniforme de
microagregacién (Fig. 6e), mientras que las céiulas bacterianas examinadas
en presencia de caco-2 en medio que contenla PEG 15-20 fueron
suspendidas més alto por encima del plano del epitslio (~32 micrones) en la
formacidén agregacién (Fig. 6f). En experimentos cronometrados, se observé
que la motilidad bacteriana disminuyé con PEG 3.35 e incluso en un grado
mayor, con PEG 15-20.

En una manera analoga al experimento revelado en el Ejemplo 5, este
Ejemplo provee una cormelacion fisica para el efecto observado del PEG de
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PMA sobre la interaccién célula-célula, consistente con su actividad
profilactica y terapéutica benéfica como se revelé aqul. Se espera que el
uso de PEG de PMA reducird o eliminara las interacciones célula-célula
dafiinas en el intestino (e.g., entre las células epiteliales intestinales y los
patégenos intestinales como las seudomonas), reduciendo el riesgo de
enfermedades y/o condiciones anormales asociadas con sepsis derivada del
intestino.

EJEMPLO 7
Métodos para prevenir enfermedades/condiciones anormales

La invencién también provee métodos para prevenir una variedad de
enfermedades y/o condiciones anormales en humanos y otros animales,
particularmente mamiferos. En estos métodos, una cantidad efectiva de
PEG de PMA es administrada a un paciente humano o animal en necesidad
de este. El PEG puede ser administrado usando un horaric de
administracién que es determinado usando procedimientos de optimizacién
de rutina conocidos en la técnica. Preferiblemente, el PEG tiene un peso
molecular promedio de 5,000 — 20,000 daltons, y mas preferiblemente entre
10,000-20,000 daltons. Se contempla que al menos se administre PEG de
PMA al 5%. El PEG de PMA se puede administrar en cualquier forma
adecuada, e.g., como una solucién, como un gel o crema, como una
solucién adecuada para nebulizacién (e.g., para uno inhalado), en una
composicién farmacéutica que comprende el PEG de PMA, y en una
solucion estéril, isotdnica adecuada para inyeccibn en un animal, la
administracién se puede realizar usando cualquier ruta convencional;
particularmente se contempla que el PEG de PMA sea administrado
oralmente o tdpicamente. En algunas realizaciones, la composicién de PEG
de PMA que es administrada, comprende ademas un compuesto
seleccionado del grupo consistente de L-glutamina recubierta de dextran,
inulina recubierta de dextrén, acido butirico recubierto de dextran, un fructo-
oligosacéarido, N-acetil-D-galactosamina, manosa recubierta con dextran,
galactosa y lactulosa. En otra realizacién, la composicion de PEG de PMA
comprende ademés L-glutamina recubierta de dextran, inulina recubierta de
dextran, &cido butirico recubierto de dextran, uno o mas fructo-
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oligosacaridos, N-acetil-D-galactosamina, manosa recubierta con dextran,
galactosa y lactulosa.

La invencibn provee métodos para prevenir una variedad de
enfermedades y condiciones anormales, tales como oido de nadador, otitis
media aguda o crénica, neumonia asociada con ventilador, sepsis derivada
del intestino, enterocolitis necrotizante, diarrea inducida por antibibticos,
coliis seudomembranosa, enfermedades de intestino inflamatorio,
enfermedad de intestino imitable, enterocolitis neutropénica, pancreatitis,
sindrome de fatiga crénica, sindrome de disbiosis, colitis microscopica,
infeccidn cronica del tracto urinario, enfermedad transmitida sexualmente e
infeccién (e.g., exposicibn a un ambiente contaminado por un agente
bioterrorista tal como Bacillus anthracis, Virus de la viruela, E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli enterohemomégica (EHEC), E. coli
entervagregativa (EAEC), Clostridium difficile, rotavirus, Pseudomonas
aeruginosa, Sematia marcescens, Klebsiella oxylocia, Enterobacteria
cloacae, Candida albicans, y Candida globrata, y similares). En una
realizacién preferida del método para prevenir la infeccién crénica del trato
urinario, o tratar dicha infeccién, el PEG de PMA es entregado en forma de
un imigador de vejiga. Para la prevencién de enfermedad transmitida
sexualmente, una composicion de la invencién se usa preferiblemente para
lubricar un conddn. En una realizacién preferida de un método para prevenir
la infeccién por un agente bioterrorista, la composicién segin la invencion se
provee en forma de un gel o crema, adecuada para aplicacion topica. Se
espera que tal aplicacion topica sea Gtil para prevenir una variedad de
enfermedades/condiclones anomales asociadas con cualquier agente
bioterrorista o asocladas con una variedad de agentes quimicos o
fisicoquimicos que representan una amenaza al hombre o animal en
términos de supervivencia, salud o confort. Tales agentes quimicos o
fisicoquimicos, incluyen los agentes capaces de quemar o dafiar de otra
forma la piel, y que se hacen inactivos 0 pobremente solubles en las
composiciones de la invencion.

En una realizacidon de los métodos preventivos, los ratones macho
Balb/c son anestesiados y una solucién acuosa de PEG 15-20 al 5% es
inyectada a la base del ciego mediante puncién de aguja directa. Con el fin
de proveer una fuente constante de PEG por la duracién de 48 horas del
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experimento, la aguja es dirigida al intestino delgado (fleo) y se inyectd 1 mi
del PEG 15-20 retrdgrado en el intestino préximo. El sitio de puncién fue
amarrado con una sutura de seda y el ciego fue limpiado con alcohol. Los
ratones fueron devueltos a sus jaulas y se les dio H20 solamente. Cuarenta
y ocho horas después, los ratones son sometidos a un procedimiento de
hepatectomia convencional que involucra una excisién sin sangrado del 30%
del higado a lo largo del Iébulo izquierdo blando. Los ratones de control
experimentaran manipulacion del higado sin hepatectomia. Se espera que
el tratamiento preventivo que involucra la administracién de PEG de PMA
reduzca o elimine la incidencia de sepsis derivada del intestino asociada con
cirugfa en los ratones.

Estos métodos son aplicables mas alld del cuidado preventivo de
mascotas tales como ratones, conejillos de indias, perros y gatos hasta
animales significativos agriculturaimente tales como ganado, caballos,
cabras, ovejas, cerdos, pollos, pavos, patos, gansos, y cualquier otro animal
domesticado. Mas alin, se espera que estos métodos praventivos sean
aplicables a humanos, mejorando la salud y expectativa de vida de muchos
pacientes o candidatos en riesgo de desamollar una enfermedad y/o
condicién anormal, tal como oldo de nadador, otitis media aguda o cronica,
neumonlia asociada con ventilador, sepsis derivada del intestino, enterocolitis
necratizante, diarrea inducida por antibibticos, colitis seudomembranosa,
enfermedades de intestino inflamatorio, enfermedad de intestino irmitable,
enterocolitis neutropénica, pancreatitis, sindrome de fatiga crénica, sindrome
de disbiosis, colitis microscopica, infecclon crénica del tracto urinario,
enfermedad transmitida sexualmente y agentes infecciosos (e.g..
composiciones bioterroristas) que incluyen pero no se limitan a antrax y
viruela. Como se noté anteriormente, los métodos preventivos comprenden
la administracién de una composicién que comprende al menos PEG de
PMA al 5% (5-20 kDa) mediante cualquier ruta de administracién conocida o
convencional, al hombre u otro animal. Preferiblemente, los métodos
preventivos so practicados en aquellos individuos en riesgo de desarmoliar
una o mas de las enfermedades y/o condiciones anormales mencionadas
anteriormente, pero se contempla que las composiciones y métodos de la
invencién sean Utiles en cualquier papel profilactico o terapéutico para tratar
o prevenir ampliamente tales enfermedades o condiciones anormales en
poblaciones enteras o sub-poblaciones de hombres u otros animales.
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EJEMPLO 8
Métodos para monitorear la administracién de PEG de PMA

La invencién también contempla métodos para monitorear la
administracién de PEG de PMA, e.g., an un método o tratamiento. En tales
métodos de monitoreo, el PEG de PMA marcado es administrado solo o en
combinacién con PEG de PMA no marcado, y el marcador es detectado
durante el tratamiento en un horario continuo o intermitente, que incluye
determinaciones del punto final simple. El término PEG de PMA “marcado”
significa que un marcador, 0 compuesto detectable estd unido directamente
o indirectamente al PEG de PMA, o el PEG de PMA esta unido a un
compuesto reportero que es capaz de asociarse a un marcados con PEG de
PMA (por supuesto, los marcadores no unidos al PEG de PMA o disefiados
para estar asociados con este también estan contemplados por la invencién,
como se nota méas adelante). El PEG de PMA es marcado usando cualquier
marcador detectable conocido en la técnica, y el PEG estA marcado a un
nivel suficiente para detectarlo. Los expertos en la técnica reconoceran que
el nivel variard dependiendo del marcador y del método de deteccion. El
experto en la técnica serd capaz de optimizar el grado de marcado usando
los procedimientos de optimizacidon de rutina. El marcador esta
quimicamente enlazado al PEG de PMA mediante un enlace no covalente o
covalente que es estable en uso, y preferiblemente, en aimacenamiento. Se
prefiere el marcador enlazado covalentemente al PEG de PMA. La densidad
de la unién del marcador es ajustada para conservar sustanciaimente la
actividad biol6gica del PEG de PMA (conservacién de suficiente actividad
biologica para reconocer un efecto profilactico o terapéutico benéfico como
se revela aqul). Este se logra tipicamente mediante el ajuste de la relacion
PEG de PMA: marcador, como se conoceria en la técnica. Dado el tamafio
relativo de la molécula promedio del PEG de PMA, se espera que una
amplia variedad de marcadores sea adecuada para la unién al PEG de PMA
con una conservacion sustancial de la actividad biologica de este.

Los marcadores contemplados por la invencién son los marcadores
conocidos en la técnica, que incluyen un radiomarcador, un croméforo, un
fluordforo, y un reportero (incluyendo una enzima que cataliza la produccion
de un compuesto detectable y un compafiero de ligamiento, como un
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anticuerpo, que localiza un compuesto detectable en los alrededores del
reportero). Los reporteros de enzima ejemplares incluyen un componente
enzimético de un sistema de luminescencia y un catalizador de una reaccién
colorimétrica. = Méas particularmente, moléculas reporteras ejemplares
incluyen biotina, avidita, estreptavidina, y enzimas (e.g., pesoxidasa de
rabano picante, luciferasa, fosfatasas alcalinas, incluyendo fosfatasa alcalina
secretada (SEAP); p-galactosidasa; Pp-glucuronidasa; cloramfenicol
acetiltransferasa). El uso de tales reporteros es bien conocido por los
expertos en la técnica y estd descrito en, e.g., Patente U.S. No. 3,817,837,
Patente U.S. No. 3,850, 752, Patente U.S. No. 3,996,345 y Patente U.S. No.
4,277,437. Sustratos de enzimas ejemplares, que se pueden convertir a
compuestos detectables mediante enzimas reporteras, incluyen 5-bromo-4-
cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosida o Xgal, y Bluo-gal. Los sustratos de
enzimas, como compuestos capaces de convertise a compuestos
detectables, también pueden ser marcadores en ciertas realizaciones, como
se entenderia en la técnica. Las patentes U.S., que ensefian marcadores y
sus usos, incluyen la patente U.S. No. 3,817,837, Patente U.S. No.
3,850,752; Patente U.S. No. 3,939,350 y la Patente U.S. No. 3,998,345.
Ejemplos de radiomarcadores son H, **C, 2P, ¥p, %s y %}; fluoréforos
ejemplares son fluoresceina (FITC), rodamina, Cy3, Cy5, aequorin, y
proteina fluorescente verde. Un marcador preferido es un fluoréforo como
fluorescelna.

Los métodos de monitorec de la invencién también pueden involucrar
mas de un marcador. En una reallzacién, un marcador sirve para identificar
la ubicacion del PEG de PMA siguiendo o durante el tratamiento, mientras
que un segundo marcador es especifico para uno o mas microbios en la
medida en que el marcador esta detectablemente asociado con al menos un
microbio. Por ejemplo, un método de monitoreo puede incluir fluoresceina
unida al PEG de PMA en una manera que conserva substancialmente la
actividad biol6gica del PEG de PMA, y Xgal o bluo-gal libre (i.e., no unido)
para la deteccién de la actividad de p-galactosidasa especifica de procariota.
La fluoresceina localiza el PEG de PMA, mientras que un producto
coloreado (azul) indica la presencia de un microbio procariético que
metaboliza lactosa, tal como una seudomona. La invencion también incluye
métodos para monitorear, en donde un marcador simple provee esta
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informacién (i.e., la ubicacién del PEG de PMA y una indicacién de la
presencia de un microbio).

Se puede usar cualquier técnica de deteccién conocida en la técnica,
para los métodos de monitoreo de la invencién. Varios factores influenciaran
la técnica de deteccién escogida, incluyendo el tipo de marcador, el
biomaterial sometido a monitoreo (e.g., células epidémmicas de la piel, canal
de la oreja, o intestino; muestras de heces, mucus o tejido), el nivel de
discriminaciébn deseado, si se espera cuantificacion, y similares. Las
técnicas de deteccion adecuadas incluyen inspeccién visual simple a simple
vista, inspeccién visual con un instrumentc como un endoscopio,
opcionalmente equipado con una fuente de luz adecuada y/o camara para
grabacion, el uso convencional de contadores Geiger, pelicula de rayos X,
contadores de escintilacién, y similares, y cualquier otra técnica de deteccién
conocida en la técnica.

El experto reconocerd que los métodos de monitoreo de la invencioén
son (tiles en la optimizacién de los métodos de tratamiento. Por ejemplo, se
puede usar un método de monitoreo para optimizar la cantidad y/o
concentracion del PEG de PMA (e.g., para alcanzar una viscosidad deseada
para una solucién o mezcia de PEG de PMA), que es entregada a una célula
epitelial, tales como las células epiteliales del canal de la oreja, para prevenir
o tratar el oido de nadador. A manera de ejemplos adicionales, la
optimizacién del intestino o tratamientos intestinales se puede facilitar
mediante la inspeccién endoscopica de un tracto intestinal expuesto a PEG
de PMA marcado, o mediante el monitoreo de muestras de heces.

Los métodos de monitoreo de la Invencion incluyen un ensayo de
heces para un microbio capaz de adherirse a una célula epitelial intestinal,
que comprende contactar un microbio y una célula epitelial intestinal, y
detectar la adherencia del microbio a la célula epitelial usando cualquier
técnica conocida en la técnica. En una realizacién preferida, la célula
epitelial intestinal es inmovilizada en una superficie adecuada, como el fondo
ylo lados de un agujero microtitulador. En otra realizaciéon preferida, un
marcador directo, © un marcador indirecto como un reportero capaz de
generar un producto detectable, se agrega antes o durante el paso de
deteccién. Los métodos de monitoreo pueden ademas comprender un
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marcador libre. Por ejemplo, bluo-gal libre es adicionado a una muestra
sospechosa de contener un microbio procariético que metaboliza lactosa; si
esta presente, la enzima microbiana p-galactosidasa clivara el Bluo-gal para
producir un producto azul detectable.

En una realizacion, las células epiteliales intestinales disponibles
comercialmente (e.g., células caco-2, ATCC HTB 37, y/o células IEC-6,
ATCC CRL 1952) estén fijadas a los agujeros de un disco microtitulador
usando una técnica convencional. Una muestra de heces es recolectada y
mezclada con un fluido como solucidn salina amortiguada con fosfato. Se
obtiene la fase liquida de la mezcla, que contiene microbios suspendidos
(e.g., mediante filtracién adecuada (i.e., separacién de sélidos gruesos de
bacterias en suspension de fluido), decantacién, o similares) y se diluye en
PBS 1:100. Se agrega bluo-gal a la suspensién microbiana viva. La
suspensién microbiana es agregada a agujeros microtituladores por 1 hora a
24°C, seguido del lavado de los agujeros con un fluido adecuado (e.g., PBS)
para remover los microbios no enlazados. Los microbios no enlazados y/o
enlazados a las células epiteliales inmovilizadas son detectados, e.g.,
mediante el conteo usando microscopia de luz polarizada. En realizaciones
altemativas, se usa un inmunocensayo para detectar la adherencia, con
reactivos Inmunolégicos adecuados que son anticuerpos monocionales o
policlonales especificos de microbio(s), opcionalmente unidos a un
marcador, tal como un radiomarcador, un fluoréforo o un croméforo.

El experto en la técnica reconocerd que no se requiere inmovilizar ni
la célula epitelial intestinal ni el microbio, aunque tal inmovilizacién puede
facilitar la deteccién precisa de los microbios que se adhieren a las células
epiteliales. Por ejemplo, en una realizacién, un microbio de las heces
inmovilizado es puesto en contacto con una célula epitelial intestinal que no
estd inmovilizada. Ademds, el experio reconocera que se puede usar
cualquier fluido adecuado conocido en la técnica para obtener la suspensién
microbiana, siendo fluidos preferidos cualquiera de los amortiguadores
isoténicos conocidos. También, como se anotdé anteriormente, se puede
usar cualquier marcador conocido para detectar la adherencia de célula.
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En un aspecto relacionado, la invencién provee un kit para el ensayo
de la adherencia de célula microbiana, que comprende una célula epitelial y
un protocolo para ensayar la adherencia de céiula microbiana a la célula
opitelial. El protocolo describe un método conocido para detectar un
microbio. Un kit preferido incluye una célula epitelial intestinal. Otros kits de
la invencién comprenden ademéas un marcador, tal como un fluoréforo o un
reportero.

Otro método de monitoreo contemplado por la invencién es un ensayo
de la hidrofobicidad microbiana. En este método se determina Ila
hidrofobicidad relativa o absoluta de una célula microbiana usando cualquier
técnica convencional. Una técnica ejemplar involucra la exposicién de
cualquier microbio a la cromatografla de interacciéon hidrofébica, como se
entenderfa en la técnica. Ukuku et al., J. Food Prot. 65: 1093-1099 (2002)
incorporada aqul para referencia en su totalidad. Otra técnica ejemplar es
una particién de fluido no polar:polar (e.g., 1-octanol: agua o xileno:agua) de
cualquier microbio. Ver Maijtan et al., Folia Microbiol (Praha) 47: 445449
(2002), incorporada aqui para referencia en su totalidad.

En una realizacién de un ensayo de hidrofobicidad para monitorear la
administracion de PEG, una muestra de heces es suspendida en
amortiguador de fosfato de sodio 50 mM (pH 7.4), que contiene NaCl 0.15 M.
Los microbios en la suspensién son recolectados mediante centrifugacion, y
resuspendidos en el mismo amortiguador, y el ciclo de centrifugacidn-
resuspension se repite. Si es posible, los microbios son resuspendidos en el
mismo amortiguador a una absorbancia de 0.4 a 660 nm, lo que permite
monitorear espectrométricamente sin usar PEG marcado. La suspensién
microbiana es tratada con xileno (2.5:1, viv, Merck), la suspension es
vigorosamente mezclada por dos minutos, y la suspensién se deja sentar por
20 minutos a temperatura ambiente. La presencia de microbios en la fase
acuosa es enfonces determinada, por ejemplo, mediante determinacién
espectrofotométrica de absorbancia a 660 nm. Se usa un blanco que
contiene el amortiguador de fosfato de sodio para eliminar el patrén.

En la obtencién de las células microbianas de las muestras de heces
para uso en estos métodos, se prefiere que ef PEG de PMA sea
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relativamente insoluble en el fluido usado para obtener la suspension
microbiana y cualquier fluido usado para diluir la suspensién microbiana.

La invencién provee ademéds un kit para realizar el método de
monitoreo, que comprende un ensayo de la hidrofobicidad microbiana, que
comprende una célula epitelial intestinal y un protocolo que describe la
determinacién de la hidrofobicidad microblana. Un kit preferido incluye una
célula epitelial intestinal. Los kits relacionados comprenden ademas un
marcador, tal como un fiuoréforo o un reportero.

Aln adicionalmente, la invencién provee un método de monitoreo que
comprende obtener una muestra de flora intestinal, y detectar la actividad de
PA-l lectina/adhesina. Se puede usar cualquier tdcnica para detectar la
actividad de PA-l lectina/adhesina conocida en la técnica. Por ejemplo, se
puede detectar la PA-| lectina/adhesina usando un anticuerpo ({fragmento de
anticuerpo policlonal, monoclonal, tal como el fragmento Fab, cadena simple,
quimera, humanizada o cualquier otra forma de anticuerpo conocida en la
técnica) que reconoce especlficamente PA-l lectina/adhesina. El
inmunoensayo toma la forma de un formato de inmunoensayo conocido en la
técnica, e.g., ELISA, Westen, Inmunoprecipitacién, y similares.
Altemativamente, se puede detectar una capacidad de ligamiento por
carbohidrato de PA-l lectina/adhesina, o se puede medir la actividad de
rompimiento de la bamrera epitelial intestinal de PA-l lectina/adhesina, e.g.,
mediante el monitoreo de la resistencia eléctrica trans-epitelial o TEER de
una capa epitelial, antes de, y/o durante la exposicién a una muestra. En
kits relacionados, la invencién provee un compafiero de ligamiento de PA-I
lectina/adhesina y un protocolo para detectar la actividad de PA-I
lectina/adhesina (e.g., actividad de ligamiento). Otros kits segin la invencion
incluyen cualquier carbohidrato conocido por enlazar la PA-l lectina/adhesina
y un protocolo para detectar la actividad de PA-l lectina/adhesina (e.g.,
actividad de ligamiento).

Numerosas modificaciones y variaciones de la presente invencion son
posibles en vista de las enseflanzas anteriores y estén dentro del alcance de
la invencidn. Las revelaciones totales de todas las publicaciones citadas
aqul estan incorporadas aqul para referencia.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para reducir la probabilidad de mortalidad en un animal
con una condicién anormal que comprende una superficie epitelial en riesgo
de desarrollar un desorden mediado por microbios, que comprende la
administracién de una dosis efectiva de polietilen glicol (PEG) a un animal en
necesidad de este, en donde el PEG tiene un peso molecular promedio de al
menos 5,000 daltons.

2. El método segun la reivindicacién 1, en donde la condicién anormal es
seleccionada del grupo consistente de sepsis derivada del intestino, un dafio
por quemadura, enterocolitis necrotizante neonatal, neutropenia severa,
colitis téxica, enfermedad de intestino inflamatorio, enteropatia, rechazo de
transplante, bolsitis y abdomen de cerdo.

3. El método segin la relvindicacion 1, en donde el animal es
seleccionado del grupo consistente de perro, gato, oveja, cabra, vaca, cerdo,
polio, caballo y humano.

4, El método segun la reivindicacién 3, en donde el animal es u humano.

5. El método segin la reivindicacién 1, en donde el PEG tiene un peso
molecular promedio de al menos 15,000 daltons.

6. El método segln la reivindicacién 5, en donde el PEG tiene un peso
molecular promedio entre 5,000 y 20,000 daltons.

7. El método segin la reivindicacion 1, en donde el PEG estd en una
solucién acuosa que comprende PEG al 10-20%.

8. El método seglin la reivindicacién 7, en donde la solucion acuosa
comprende PEG al 10%.

9, Un método para inhibir la expresion de PA-l lectina/adhesina en un
patégeno intestinal, que comprende administrar una dosis efectiva de
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polietilen glicol (PEG) a un animal en necesidad de este, en donde el PEG
tiene un peso molecular promedio de al menos 5,000 daltons.

10. El método segun la reivindicacién 9, en donde el PEG tiene un peso
molecular promedio de al menos 15,000 daltons.

11. Un método para Inhibir la activacién inducida por intestino, de PA-|
lectina/adhesina, que comprende administrar una dosis efectiva de polietilen
glicol (PEG) a un animal en necesidad de este, en donde el PEG tiene un
peso molecular promedio de al menos 5,000 daltons.

12. El método segin la reivindicacién 11, en donde el PEG tiene un peso
molecular promedio de al menos 15,000 daltons.

13. Un método para inhibir el cambio morfolégico inducido por C4-HSL de
un patdgeno intestinal, que comprende administrar una dosis efectiva de
polietilen glicol (PEG) a un animal en necesidad de este, en donde el PEG
tiene un peso molecular promedio de al menos 5,000 daltons.

14. El método seg(n la reivindicacién 13, en donde el PEG tiene un peso
molecular promedio de al menos 15,000 daltons.

15. Un método para reducir la expresién de virulencia en un patégeno
intestinal, que comprende administrar una dosis efectiva de polietilen glicol
(PEG) a un animal en necesidad de este, en donde el PEG tiene un peso
molecular promedio de al menos 5,000 daltons.

16. El método segln la relvindicacién 15, en donde el PEG tiene un peso
molecular promedio de al menos 15,000 daltons.

17. Un método para aliviar la patogénesis Intestinal mediante la
prevencion de la activaciéon del quorum sensing patogénico, que comprende
administrar una dosis efectiva de polietilen glicol (PEG) a un animal en
necesidad de este, en donde el PEG tiene un peso molecular promedio de al
menos 5,000 daltons.
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18. El método segln la reivindicacién 17, en donde el PEG tiene un peso
molecular promedio de al menos 15,000 daltons.

19. Un método para inhibir la adherencia de células bacterianas a un
intestino mamifero, que comprende contactar el intestino con polietilen glicol
(PEG), en donde el PEG tiene un peso molecular promedio de al menos
5,000 dattons.

20. El método segln la reivindicacién 18, en donde la célula bacteriana es
una seudomona.

21. El método seqgdn la reivindicacién 20, en donde la seudomona es
pseudomonas aeruginosa.

22. El método segun la reivindicaciéon 19, en donde el PEG tiene un peso
molecular promedio de al menos 15,000 daltons.

23. Un método para reducir la expresién de PA-I lectina/adhesina en una
célula bacteriana, que comprende coniactar la célula bacteriana con
polietilen glicol (PEG), en donde el PEG tiene un peso molecular promedio
de al menos 5,000 daltons.

24. El método segcn la reivindicacién 23, en donde el PEG tiene un paso
molecular promedio de al menos 15,000 daltons.

25. Un método para reducir la probabilidad de mortalidad en un animal
que muestra un desorden epitelial mediado por microbios, que comprende
administrar polietilen glicol (PEG) en una cantidad efectiva para inhibir la
interaccidn de una célula epitelial Intestinal mamifera y una célula
bacteriana, en donde el PEG tiene un peso molecular promedio de al menos
5,000 daltons.

26. El método segin la reivindicacién 25, en donde el desorden epitelial
mediado por microbios es seleccionado del grupo consistente de sepsis
derivada del intestino, un dafio por quemadura, enterocolitis necrotizante
neonatal, neutropenia severa, colitis toxica, enfermedad de intestino
inflamatorio, enteropatia, rechazo de transplante y bolsitis.
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27. El método segun la reivindicacién 25, en donde el PEG se adhiere a
una célula epitelial intestinal 0 una célula bacteriana en una forma
topogréaficamente asimétrica.

28. El método segln la relvindicacién 25, en donde el PEG tiene un peso
molecular promedio de al menos 15,000 daltons.

29. El método seguin la reivindicacién 25, en donde la célula bacteriana es
un patégeno intestinal y no hay modificacién detectable de las caracteristicas
de crecimiento del patégeno intestinal.

30. El método segln la reivindicacién 25, que ademéas comprende la
introduccion de una cantidad efectiva de un compuesto seleccionado del
grupo consistente de dextrdn, L-glutamina recubierta de dextran e inulina
recubierta de dextran, en el intestino de dicho animal.

31. El método segln la reivindicacion 25, que ademéas comprende la
introduccién de una cantidad efectiva de L-glutamina en el intestino de dicho
animal.

32. Una composicién farmacéutica que comprende polietilen glicol de al
menos 15,000 daltons de peso molecular promedio, y un adyuvante,
vehiculo o diluyente adecuado.

33. La composicion farmacéutica segan la reivindicacién 32, que ademas
comprende un compuesto seleccionado del grupo consistente de dextran, L-
glutamina, L-glutamina recubierta de dextran, inulina recubierta de dextran,
écido butirico recubierto con dextrdn, un fructo-oligosacéarido, N-acetil-D-
galactosamina, manosa recubierta con dextran, galactosa y lactulosa.

34. Un kit para el tratamiento o prevencién terapéutica de la sepsis
derivada del intestino, que comprende la composicion farmacéutica seguan la
reivindicacién 32, y un protocolo que describe el uso de la composicién en el
tratamiento o prevencién terapéutica de ia condicién anormal.
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35. Un método para prevenir una enfermedad o condicién anormal, que
comprende administrar una composicién que comprende una dosis efectiva
de polietilen glicol (PEG) & un animal, en donde el PEG tiene un peso
molecular promedio de al menos 5,000 daltons.

36. El método segun la reivindicacion 35, en donde la enfermedad o
condicibn anormal es seleccionada de! grupo consistente de oldo de
nadador, otitis media aguda, otitis media crénica, neumonia inducida por
ventilador, sepsis derivada del intestino, enterocolitis necrotizante, diarrea
inducida por antibidticos, colitis seudomembranosa, una enfermedad de
intestino inflamatorio, enfermedad de intestino iritable, enterocolitis
neutropénica, pancreatitis, sindrome de fatiga crénica, sindrome de
disbiosis, colitis microscdpica, una infeccion crénica del tracto urinario, una
enfermedad transmitida sexualmente e infeccién.

37. El método segin la reivindicacion 38, en donde el animal es
seleccionado del grupo consistente de perro, gato, oveja, cabra, vaca, cerdo,
pollo, caballo y humano.

38. El método segin la reivindicacion 37, en donde el animal es un
humano.

39. El método seg(n la reivindicacién 35, en donde el PEG tiene un peso
molecular promedio de al menos 15,000 daltons.

40. E! método segun la reivindicacién 35, en donde el PEG tiene un peso
molecular promedio entre 15,000 y 20,000 daltons.

41. El método segln la reivindicaciéon 35, en donde el PEG estd en
solucién acuosa que comprende PEG al 10-20%.

42. El método segln la reivindicacion 41, en donde la solucién acuosa
comprende PEG al 10%.

43. El método segln la reivindicacion 35, en donde la composicion
comprende ademés un vehliculo seleccionado del grupo consistents de una
solucion liquida, un gel tépico y una solucién adecuada para nebulizacion.
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44. El método segun la reivindicacion 35, en donde la composicion
ademés comprende un compuesto seleccionado del grupo consistente de L-
glutamina, L-glutamina recubierta de dextrén, inulina recubierta de dextrén,
acido butirico recubierto con dextrdn, un fructo-oligosacérido, N-acetil-D-
galactosamina, manosa recubierta con dextran, galactosa y lactulosa.

45. El método segln la reivindicacion 35, en donde la composicion
ademas comprende L-glutamina recubierta de dextran, inulina recubierta de
dextran, acido butirico recubierto con dextran, un fructo-oligosacarido, N-
acetil-D-galactosamina, manosa recubierta con dextrdn, galactosa y
lactulosa.

46. Un método para prevenir infeccién de la piel que comprende el paso
de aplicar una composicibn que comprende una cantidad efectiva de
polietilen glicol (PEG) a un animal, en donde el PEG tiene un peso molecular
promedio de al menos 5,000 daltons.

47. El método segln la reivindicacion 468, en donde dicha composicion
comprende ademés un vehiculo seleccionado del grupo consistente de un
ungllento, una crema, un gel y una locién.

48. El método seg(in la reivindicacién 46, en donde el agente causante de
dicha infeccién es seleccionado del grupo consistente de Bacillus anthracis,
Virus de Viruela, E. coll enteropatogénica (EPEC), E. coli enterohemorragica
(EHEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), Clostridium difficile, rotavirus,
Pseudomonas aeruginosa, Sematia marcescens, Klebslella oxytocia,
Enterobacteria cloacae, Candida albicans, y Candida globrata.

49. Un método para prevenir infecciébn respiratoria, que comprende el
paso de administrar una cantidad efectiva de polietilen glicol (PEG) a un
animal, en donde el PEG tiene un peso molecular promedio de al menos
5,000 daltons.

50. E! método segin la reivindicacion 49, en donde la Infeccion
respiratoria @5 seleccionada del grupo consistente de neumonla asociada
con ventilador e infeccién.
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51. El método segin la reivindicacién 50, en donde el agente causante de
dicha infeccién es seleccionado del grupo consistente de Bacillus anthracis y
Virus de viruela.

52. Un método para irigar al menos una porcién del tracto urinario con el
fin de prevenir una infeccién crénica del tracto urinario, que comprende el
paso de entregar una cantidad efectiva de una composicidon que comprende
PEG a una uretra, en donde el PEG tiene un peso molecular promedio de al
menos 5,000 daltons.

53. El método segin la reivindicacién 52, en donde la porcién del tracto
urinario incluye al menos la vejiga.

54. Un método para prevenir una enfermedad transmitida sexualmente,
que comprende el paso de aplicar polietlen glicol (PEG) a un condén, en
donde el PEG tiene un peso molecular promedio de al menos 5,000 daltons.

55. Un conddn que comprende al menos un recubrimiento parcial con
polietilen glicol (PEG), en donde el PEG tiene un peso molecular promedio
de al menos 5,000 daltons.

56. Un método para prevenir un desorden del tracto digestivo, que
comprende la administracién de una dosis efectiva de una composicién que
comprende polietilen glicol (PEG) a un animal en necesidad de este, en
donde el PEG tiene un peso molecular promedio de al menos 5,000 daltons

57. El método segun la reivindicacion 56, en donde el desorden del tracto
digestivo es seleccionado del grupo consistente de enterocolitis necrotizante
neonatal, diarrea inducida por antibiéticos, colitis pseudomembranosa, una
enfermedad de intestino inflamatorio, enfermedad de intestino imitable,
enterocolitis neutropenica, pancreatitis, sindrome de disbiosis y colitis
microscopica.

58. Un método para monitorear ia administracion de polietilen glicol (PEG)
a un animal en necesidad de este, que comprende:
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(a) la administracién de una cantidad efactiva de una composicion
que comprende PEG marcado, en donde el PEG tiene un peso molecular
promedio de al menos 5,000 daltons, a un animal en necesidad de este, y;

(b) detectar el PEG marcado.

59. El método segin la reivindicaciéon 58, en donde el marcador es un
fluordforo.

60. El método segin la reivindicacién 58, en donde la deteccién del PEG
marcado comprende inspeccién endoscépica.

61. E! método segun la reivindicacién 58, en donde el PEG marcado es
detectado en una muestra de heces.

62. El método seglin la reivindicacién 58, que ademas comprende la
administracion de un segundo marcador especifico para un microbio, y
deteccion del segundo marcador.

63. Un método para monitorear la administraclén de polietilen glicol (PEG)
a un animal en necesidad de este, que comprende:

(a) obtener una muestra de un animal que recibe polietilen glicol,
en donde el PEG tiene un peso molecular promedio de al menos 5,000
daltons;

(b) contactar la muestra con una célula epitelial; y

(c) medir la adherencia de un microbio en la muestre a la célula
epitelial.

64. Un método para monitorear la administracién de polietilen glicol (PEG)
a un animal en necesidad de este, que comprende:

(a) obtener una muestra de un animal que recibe polietilen glicol,
en donde el PEG tiene un peso molecular promedio de al menos 5,000
daltons,

(b) aislar un microbio de la muestra; y

(c) medir la hidrofobicidad de la superficie celular del microbio.
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65. Un método para monitorear la administracién de polietilen glicol (PEG)
a un animal en necesidad de este, que comprende:

(a) obtener una muestra de un animal que recibe polietilen glicol,
en donde el PEG tiene un peso molecular promedio de al menos 5,000
daltons; y

(b) detectar la actividad de PA-| lectina/adhesina en la muestra.

66. EI método segin la reivindicacion 65, en donde la PA-l
lectina/adhesina es detectada mediante el enlace a un patrén de enlace de
PA-| lectina/adhesina.

67. Un kit para monitorear la administracidn de polietilen glicol (PEG)
segun la reivindicacién 66, que comprende un patrén de enlace de PA-I
lectina/adhesina, y un protocolo que describe el uso del patrdon de enlace
para detectar la PA-| lectina/adhesina, en la muestra.

68. Un kit para monitorear la administraciéon de polietilen glicol, que
comprende un PEG marcado y un protocolo que describe el uso del PEG
marcado para monitorear la administracién de este.

69. Un método para prevenir la pérdida de la capacidad de lactancia en
un animal que muestra una superficie epitelial de una glandula mamaria en
riesgo de desamollar un desorden mediado por microbios que afecta la
produccién de leche, que comprende la administracién de una dosis efectiva
de un polietilen glicol (PEG), en donde el PEG tiene un peso molecular
promedio de al menos 5,000 daltons, a la superficie epitelial de la glandula
mamaria.

70. El método segln la reivindicacién 69, en donde el PEG tiene un peso
molecular promedio de al menos 15,000 datltons.

71. Un método para prevenir ol desamolio de un desorden epitelial
mediado por microbios, en un animal en edad de amamantamiento, que
comprende la administracién de una dosis efectiva de polietilen glicol (PEG),
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en donde el PEG tiene un peso molecular promedic de al menos 5,000
daltons, al animal.

72. El método segun la reivindicaciéon 71, en donde el PEG tiene un peso
molecular promedio de al menos 15,000 daltons.

73. El método seguan la reivindicacién 71, en donde el PEG esta mezclado
con formula de infante.

74. Una composicién que comprende formula de infante y polietilen glicol
(PEG), en donde el PEG tiene un peso molecular promedio de al menos
5,000 daltons.

75. La composicién segln la reivindicacién 73, en donde el PEG tiene un
peso molecular promedio de al menos 15,000 daltons.
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2020

Doctor{a)
LLOREDA RICAURTE ALICIA

REFERENCIA Radicacibén No. 5 439705
Bolicitud internacional
Fecha inicio fase nacional

Tramite 11
Evento 379
Actuacidn 430
Oficlio No. . RQ77

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisién 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacifn en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La .solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesibn del
derecho a la patente del inventor al sclicitante ¢ a su causante. (Art. 26-k)
Decisitn 486.

2. La solicitud no contiene el lugar de constitucién de la sociedad solicitante
(Art.27-c) Decisifn 486.

3. La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de los
requisitos exigidos por los articulos 63 y subsiguientes del CHdigo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente, deberi presentar el documentc que acredita la
existencia y representacién legal de la socledad solicitante, cuando ésta fuere
persona juridica.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulc 39 de la Decisifn 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses s8igulentes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerari abandonada y perderi su prelacitn.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
a), del capitulo quinto tituleo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

El ant8rior . requerimiento fue notificado por fijacién en lista de
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