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circundantes a 1la articulacién ﬁbr la administracién del
antibidético tigeciclina s0la © en combinacién con un
antibidético de rifamicina. En una realizacién de preferencia,
la infeccién de hueso o de médula oOsea causa osteomielitis. En
otra realizacién, la infecciédn articular o infeccién de los
tejidos circundantes causa artritis séptica. La invenciédn
también estA dirigida a la fabricacién de un medicamentc para
el tratamiento de infecciones de huesc y/o médula ésea, o
infeccicnes articulares y/o infscciones en 1los tejidos
circundantes a la articulacién con tigeciclina sola o en

combinacién con rifampicina.

R \a



10

15

20

25

USO DE TIGECICLINA SOLA O EN COMBINACION CON RIFAMPICINA PARA

TRATAR LA OSTEOMIELITIS Y/O LA ARTRITIS SEPTICA

Esta solicitud reivindica prioridad en 1la solicitud
provisional de los Estados Unidos 60/500.474 presentada el 5 de
septiembre de 2003, que se incorpora en su totalidad a 1la

presente com¢ referencia.

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a un método nuevo para el
tratamiento de osteomielitis y artritis séptica causada o
consecuente de infecciones bacterianas. La presente invencidn
también se refiere al tratamiento de infecciones bacterianas
del hueso, la médula 6ésea, las articulaciones y el liquido
sinovial. La presente invencién también se refiere al
tratamiento de infecciones bacterianas resistentes a

antibidticos en estas patologias y tejidos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

En la 1dltima mitad del sigleo XX se produjercn
significativos progresos en el desarrolleo de agentes
antibacterianos. Este é&xite generd la percepcion de que las
enfermedades bacterianas se curaban con mayor facilidad que
cualquier otro trastorne importante, pero la emergencia de

microorganismos resistentes a miltiples farmacos en la década
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de 1990 dio por resultados severas implicaciones de salud
piblica. La resistencia se disemind a microorganismos
previamente susceptibles, y algunos microorganismos s0n
esencialmente resistentes a todos log agentes antibacterianos
aprobados.

La tigeciclina, que pertznece a la clase de antibibéticos
de la glicileciclina, supera 1los mecanismos existentes de
resistencia microbiana. Demostré un amplio espectro de
actividad antibacteriana, con inhibicién de miltiples bacterias
resistentes grampositivas, gramnegativas y anaerobias. La
tigeciclina es activa contra 1la mayoria de los agentes
patdgenos mas comunes. La tigeciclina es activa contra agentes
patdgenos tales como Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA), enterococos resistentes a vancomicina
(incluso Enterococcus faecalis)}, neumococos resistentes a
penicilina /macrélidos, Prevotella spp., peptostreptococos,
micobacterias y microorganismos resistentes a minociclina
(Boucher et al., Antimicrob Agents Chemother. 2000; 44(8):
2225-2229, Gales et al., Antimicrob Agents Chemother. 2000; 46:
19-36, Goldstein et al., Antimicrob Agents Chemother. 2000;
44(10): 2747-2751). lLa tigeciclina es util para el tratamiento
agentes patégenos respiratorios tales como Streptococcus
pneumoniae {sensible a penicilina y resistente a penicilina),
Haemophilus influenzae, Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma

pneumoniae, Staphylococcus aureus (susceptible a meticilina vy
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reaistente a meticilina), bacilos gramnegativos aercbios, ¥y
enterococos (enterococos susceptiblés a vancomicina Yy
resistentes a vancomicina). Los resultados in vivo han sido muy
alentadores y mejores de los previsto, scobre la base del tiempo
superior a la concentracién inhibitoria minima (CIM) en suero.
Se observa que tigeciclina es un agente antibacteriano seguro.

Los estafilococos meticilinorresistentes son los
microorganismos mis comunes en las infecciones de huescos y
articulaciones (Waldvogel, Infectious Diseases 1988: 133%-
1344). Las opciones para el tratamiento- de infecciones debidas
a estos microorganismos son limitadas: la sensibilidad de las
cepas clinicas a las quinolonas, clindamicina, cotrimoxazecl y
rifampicina es variable, y a menudo la sensibilidad se limita a
los glucopéptido, que se deben administrar por via parenteral.
Ya se describidé la .resistencia de los estafilococos a los
glucopéptidos, 1o cual representa un problema importante, dado
que es0s farmacos se consideran la regla de oro para el
tratamiento de infecciones severas debidas a estafiloccocos
meticilinorresistentes (Smith, et al., N Engl J Med 1999; 340:
493-501).

Recientemente se han introducido en la practica clinica
nuevos farmacos para el tratamiento de infecciones
estafilocdcicas meticilinorresistentes, tales como
quinupristina-dalfopristina y linezolid (Johnson, et al.,

Iancet 1999; 354: 2012-2013, Livermore, J Antimicrob Chemother
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2000; 46: 347-350). No obstante, ninguno de ellos se ha
investigado con detenimientc en estudios clinicos para el
tratamiento de osteomielitis.

El tratamiento de infecciones ortopédicas agudas vy
crbénicas es dificil, en parte debido a que muchas de las
infecciones son causadas por agentes paidgencs resistentes a
antibiéticos, pero también debido en parte a la localizacidn de
la infeccidén. A menudo el tratamiento iequiere una prolongada
terapéutica con antibiéticos Y tratamiento quirdrgico
(Lazzarini et al., Curr Infect Dis Rep 2002: 4: 439-445). Se
han 1llevado a cabo varics estudicos con diversos modelos
animales de osteomielitis (Rissing, Infect Dis Clin North Am
1990; 4: 377-390). A pesar de un prolongado tratamiento con
antibiéticos, alin se pueden hallar bacteriazs viables en el
hueso. La erradicacién de mAs bacterias del hueso se ha
ascciado con wuna duracién prolongada de tratamiento con
antibiéticos (Norden, Rev Infect Dis 1988; 10: 103-110). Tras
cuatro semanas de tratamiento con antibidéticos, la mayoria de
los regimenes antibidéticos rfueron incapaces de erradicar los
estafilococos del huesc.

Tradicionalmente se administra el tratamientec antibidtico
para osteomielitis por via intravenosa. Sin embargo, se han
probado con éxito regimenes orales para osteomielitis en
estudios humanos (Bell, Lancet 1968; 10: 295-297, Feigin et

al., Pediatr 1975; 55: 213-223, Siama et al., Am J Med 1987; 82



10

15

20

25

{Suppl 4A): 259-261). Lamentablemente, la eleccidén de agentes
antimicrobianocs orales es restringida cuando se manejan
microorganismos resistentes a miltiples farmacos, y el
tratamiento de estos microorganismos resistentes a miltiples
farmacos puede requerir el uso de f&rmgFos parenterales (Tice,
Infect Dis Clin North Am 1998; 12: 903-919).

En consecuencia, atin hay necesidad de un método para el
tratamiento de osteomielitis y/o artritis séptica causadas por
infecciones bacterianas, especialmente las causadas por cepas
bacterianas resistentes a antibiéticos. La presente invencién

cubre esta necesidad de larga data.

SINTESIS DE LA INVENCION

La presente invencidén provee un método para el tratamiento
de infecciones del hueso o de la médula &Ssea (a menudo
denominadas osteomielitis) y/o infecciones articulares e
infecciones de los tejidos circundantes {a menudocs denominados
artritis séptica) en un mamifero, de preferencia un humano.
Este métode comprende la administracién al mamifero de una
cantidad farmacolégicamente efectiva de tigeciclina y/0 un
agente antimicrobiano seleccionado del grupo formade por
rifamicina, rifampicina, rifapentina, rifaximina o
estreptovaricina, para tratar la infeccién. De preferencia, el
antimicrobiano es rifampicina.

La infeccibén puede ser causada por un agente patédgeno

y/a
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seleccionado del grupo formado por bacterias gramnegativas,
bacterias grampositivas, bacterias anaerobias, y bacterias
aerobias. Entre los ejemplos de estas bacterias se incluyen
Staphylococcus, Acinetobacter, Mycobacterium, Haemophilus,
Salmonella, Streptococcus, Enterobacteriaceae, Enterococcus,
Escherichia, Pseudomonas, Neisseria, Rickettsia, neumococos,
Prevotella, peptoestreptococos, Bacteroides, Legionella,
estreptococos Dbeta hemoliticos, estreptococos grupo B y
espiroquetas. De preferencia, la infeccidn se debe a Neisseria,
Mycobacterium, Staphylococcus y  Haemophilus, con mayor
preferencia a Neisseria meningftidis, Mycobacterium
tuberculosis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae, o Mycobacterium leprae.

En realizaciones de preferencia, la infeccidén comprende un
agente patégeno gue exhibe resistencia a antibidéticos. Como
ejemplos de resistgncia 2 antibiéticos se incluye 1la
resistencia a meticilina, resistencia a glucopéptido,
resistencia a tetraciclinas, resistencia a oxitetraciclinas,
resistencia a doxiciclina; resistencia a clortetraciclinas,
resistencia a minociclina, resistencia a glicilcieclina,
resistencia a cefalosporinas, resistencia a ciprofloxacina,
resistencia a nitrofurantoina, resistencia a trimetoprima-
sulfas, resistencia a piperacilina/tazobactam, resistencia a

moxifloxacina, resistencia a vancomicina, resistencia a
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teicoplanina, resistencia a penicilina y resistencia a
macrdlidos.

Una resistencia a glucopéptidos de preferencia es la
resistencia a vancomicina. En otra realizacién de preferencia,
la infeccibén comprende S. aureus que exhibe resistencia
seleccionada del grupo formado por resistencia a glucopéptido,
resistencia a tetraciclinaas, resistencia a minociclina,
resistencia a meticilina, registencia a vancomicina vy
resistencia a antibiéticos de gligilciclina distintos de
tigeciclina.

En otra realizacidn, la infeccidn comprende Acinetobacter
baumannii, que puede o no exhibir resistencia a antibiéticos
seleccionada del grupo formada por resistencia a
cefalosporinas, resistencia a ciprofloxacina, resistencia a
nitrofurantoina, resistencia a trimetoprima-sulfas, resistencia
a y piperacilina/tazobactam.

En otra realizacién, la infeccidn comprende Mycobacterium
abscessus gue puede o no exhibir resistencia a moxifloxacina.
En otras realizaciones, la infeccién comprende Haemophilus
influenzae, Enterococcus faecium, Escherichia coli, Neisseria
gonorrhoeae, Rickettsia prowazekii, Rickettsia typhi, o
Rickettsia rickettsii.

La presente invencidén también provee el uso de una
cantidad farmacolégicamente efectiva de tigeciclina para el

tratamiento de osteomielitis y/o artritis gséptica en un

//3’
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mamifero. En otra realizacidén, la presente invencién provee el
uso de una cantidad farmacclégicamente efectiva de tigeciclina
Y un agente antimicrobianc seleccionado del grupc formado por
rifamicina, rifampicina, rifapentina, rifaximina o
estreptovaricina para el tratamiento de osteomielitis y/o
artritis séptica. En otra realizacibn,ula invencién provee el
u3o de una cantidad farmacoldgicamente efectiva de tigeciclina
para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de
osteomielitis y/o artritis séptica en un mamiferc. En otra
realizacién se provee el uso de una cantidad farmacolégicamente
efectiva de tigeciclina y un agente antimicrobiano seleccionado
del grupo formado por rifamicina, rifampicina, rifapentina,
rifaximina o estreptcvaricina para el tratamiento de

osteomielitis y/o artritis séptica en ur mamifero.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Los dibujos ilustran ciertas realizaciones de la presente
invencién y de ninguna manera intentan limitar el alcance de la
invencidn.

La Figura 1 muestra farmacocinética de tigeciclina en
conejos New Zealand blancos normales, que establece niveles
séricos superiores a la concentracidn iqhibitoria minima méas de
doce horas después del tratamiento con 14 mg/kg de tigeciclina.

La Figura 2 muestra la gradacién per los investigadores de

la extensién de la infeccidn 6&sea como se observa en 1las
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imégenes de rayos X. Los datos demuestran el efectivo
tratamiento de 1la osteomielitis mediante tigeciclina vy
tigeciclina en combinacién con rifampicina, sobre los
controles.

La Figura 3 muestra las unidades formadores de colonias
por gramo de médula y de hueso en cada uno de los tratamientos,
lo cual demuestra que tigeciclina y tigeciclina en combinacién
con rifampicina fueron tratamientcs efectivos de la infeccidn
del hueso y de la infeccidén de la médula Ssea respectoc de los
controlies.

La Figqura 4A provee una descripcidén grafica de los pesos
de los conejos durante el curso tempcoral de la administracién
de diversos agentes antibacterianocs.

La Figura 4B provee una descripcién grafica de las
variaciones de pesos de los conejos durante el curso temporal
de la administracién de diversos agentes antibacterianos.

Las Figuras 5A y 5B muestran los picos y valles de
tigeciclina (14 mg/kg dos veces por dia) y vancomicina (30
mg/kg dos veces por dia) en el suero_de conejos infectados,
tras la administracidn de los farmacos respectivos. Los datos
demostraron que los niveles séricos de antibiético eran
superiores a las concentraciones inhibitorias minimas durante

el tratamiento.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
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La presente invencidén estd dirigida a métodos para el
tratamiento de infecciones de hueso y médula ésea en un
mamifero. De preferencia, el mamifero es un humano. En una
realizacién de preferencia, la infeccién de hueso o médula &ésea
causa osteomielitis. La osteomielitis es una infeccién aguda o
crbénica del hueso y/o la médula désea, e incluye el proceso
inflamatoric relacionado del hueso y sus estructuras debido a
la infeccidén por microorganismos piogénicos. La infeccidn
asociada con osteomielitis puede ser l;calizada 0 diseminarse
por el periostio, la corteza, la médula y el tejido trabecular.
Los agentes patédgenos Dbacterianos comunes causales de
osteomielitis varian sobre la base de la edad del paciente y al
mecanismo de infeccién. La osteomielitis aguda incluye dos
categorias principales: osteomielitis hematoégena Y
osteomielitis por inoculaciébn directa o contigqua.

La osteomielitis hematdégena es una infeccién causada por
la siembra bacteriana desde la sangre. La osteomielitis
hematdégena agquda se caracteriza por una infeccidn agquda del
hueso causada por la siembra de la bacteria dentro del hueso,
proveniente de una fuente remota. La osteomielitis hematégena
ocurre sobre todo en nifios. El sitio mids frecuente es 1la
metdfisis altamente vascular y de rapido crecimiento de los
huesos en desarrollo., El aparente enlentecimiento y 1la
sedimentacitn del flujo sanguinec a medida que los vasos forman

dngulos agudos en la metdfisis distal predispone a trombosis de
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los vasos y a necrcsis localizada del hueso, con siembra
bacteriana. Estos cambios de la estructura o0sea se puede
detectar en las imAgenes radiolégicas. A pesar de su nombre, la
osteomielitis hematégena agquda puede tener un desarrollo
clinico lento y un inicio insidioso.

La inoculacidén directa o contigu; de osteomielitis es
causada por el contacto del tejido con la bacteria durante un
traumatisme o una c¢irugia. La osteomielitis por inoculacidn
directa (foco contiguo) en una infeccién del hueso secundaria a
la inoculacién de microorganismos por traumatismo directo,
diseminaciéon a partir de un foco de infeccidén contiguo, o
sepsis tras un procedimiente quirdrgico. Las manifestaciones
clinicas de la osteomielitis por inoculacidén directa son més
localizadas que las de la osteomielitis-hematédgena, y tienden a
comprometer miltiples microorganismos / agentes patdgenos.

Otras categorias incluyen osteomielitis crénica y
osteomielitis secundaria a enfermedad vascular periférica. La
osteomielitis croéonica persiste o recurre, con independencia de
la causa y/o mecanismo inicial y a pesar de la intervencién
agresiva. Si bien se considera una etiologia, la enfermedad
vascular periférica en realidad es un factor predisponente mas
gque una causa verdadera de infeccién.

Los sintomas de osteomielitis a menudo incluyen fiebre
alta, fatiga, irritabilidad y malestar. A menudo hay

restriccién de movimientos en el miembre o articulacién

(-.)
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infectado. Por lo general, la infeccién viene acompafiada de
edema local, eritema y sensibilidad, y puede haber calor
alrededer de la zona afectada. También "‘puede haber drenaje de
los tractos sinusales en estadios mas tardios de la infeccién.
Por lo general, la osteomielitis hematbégena se presenta con una
progresidén insidicsa lenta de sintomas, mientras que la
osteomielitis cénica puede incluir una ulcera que no cura,
drenaje del tracto sinusal, fatiga crénica y malestar. Por lo
general, la osteomielitis directa se presenta son sintomas y
signos destacados en una zona mds localizada.

Se sabe que ciertos estados patoldgicos predisponen a los
pacientes a osteomielitis. Estos estados incluyen diabetes
mellitus, enfermedad de células falciformes, sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA)}, abuso de drogas IV,
alcoholismo, wuso crénico de esteroides, inmunosupresién vy
artropatias crénicas. Ademds, la presencia de un dispositivo
protésice ortopédico es un factor de riesgo independiente, al
igual que cualquier cirugia ortopédica o fractura abierta
recientes.

Varios agentes patégenos bacterianés son causales comunes
conocidas de osteomielitis aquda y directa. Por ejemplo, 1la
osteomielitis directa aguda en recién nacidos {menores de 4
meses) suele ser causada por S. aureus, especies de
Enterobacter, y especies de Sireptococcus grupos A y B. En

nifios de entre 4 meses y 4 afios, la osteomielitis hematdogena
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aguda suele ser causada por 8. aureus, especies de
Streptococcus grupo A, Haemophilus influenzae, y especies de
Enterobacter. En nifics y adolescentes entre 4 afios y adultos,
la osteomielitis hematégena aguda suele ser causada por S.
aureus (80%), especies de Streptococcus grupo A, Haemophilus
influenzae, y especies de Enterobacter. En adultos, 1la
osteomielitis hematdgena aguda suele ser causada por S. aureus
y, en ocasiones, especies de Enterobacter o Streptococcus. En
épocas pasadas, el tratamiento primarlo incluia una combinacién
de penicilina sintética resistente a penicilinasa y una
cefalosporina de tercera generacidédn. La terapéutica alternativa
incluye vancomicina o clindamicina y una cefalosporina de
tercera generacidén. Ademds de estos agentes antibacterianos
antes mencionados, se han usado ciprofloxacina y rifampicina en
terapéutica combinada para pacientes adultcs. En los casos de
evidencias de infeccié4n por bacilos gramnegativos, a menudo se
administra una cefalosporina de tercera"generacién.

En general, ia osteomielitis directa suele ser causada por
5. aureus, especies de Enterobacter, y especies de Pseudomonas.
A menudo, la ostecmielitis directa es causada por una herida
punzante a través de un calzado deportivo. En estos casos, la
osteomielitis directa suele ser causada por S. aureus Yy
especies de Pseudomonas. En este escenario, los principales
antibiéticos incluyen ceftazidime o cefepime. A menudo se

utiliza ciprofloxacina c¢omo tratamiento alternativo. En
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pacientes con enfermedad de células falciformes, la
osteomielitis directa sueles ser causada por S. aureus vy
especies de Salmonella, y la principal eleccién de tratamiento
es un antibiético de fluoroquinolona (no en niflos). Una
eleccidn alternativa es una cefalosporina de tercera generacién
(p.ej., ceftriaxona). ’

Para pacientes con osteomielitis debida a traumatismo, por
lo general los agentes infecciosos incluyen S. aureus, bacilos
coliformes Yy Pssudomonas aeruginosa. Los antibiéticos
principales son nafcilina vy <ciprofloxacina. Entre las
alternativas se incluyen vancomicina y una cefalosporina de
tercera generacidén con actividad antipseudomonas.

En consecuencia, tal comc se usa en la presente y en las
reivindicaciones, el término “odteomielitis” incluye
ostecmielitis hematdgena, osteomielitis de inoculacién directa
o contigua, osteomielitis crénica y osteomielitis secundaria a
enfermedad vascular periférica. La osteomielitis puede ser
consecuencia de infecciones causadas por cualquiera de los
agentes patdgenos antes descrites, sino también otros agentes
patégenos con capacidad para infectar el hueso, la médula 6ésea,
la articulacién o el tejido circundante.

El términc “tratamiento de ostgomielitis" incluye 1la
erradicacién de los agentes patdgencs / bacterias causales de
infeccién asociada cor ostecmielitis, la inhibicién de

crecimiento bacteria, la reduccién de la concentracidn
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bacteriana, la reduccién del tiempo de recuperaciétn de 1la
infeccién, el mejoramiento, la eliminacién o la reduccién de
los sintomas de infeccién tales como :tumefaccibn, necrosis,
fiebre, dolor, debilidad y/u otros indicadores seleccionados
como medidas adecuadas por los expertos en el arte.

En la actualidad, el principal tratamiento de
osteomielitis consiste en antibiéticos parenterales que
penetran las cavidades 6seas y articulares. Se requiere
tratamiento durante al menos cuatro a seis semanas. Después de
iniciar la administracién de antibiéticos intravenosos en un
paciente internado se puede continuar 1la terapéutica con
antibiéticos intravencsos u orales, segin el tipo y la
localizacidén de la infeccién, para pacientes externos.

Por ejemplo, por lo general la osteomielitis causada por
infeccidén por S. aureus se trata con 2 gramos de cloxacilina
administrada por via intravenosa o parenteral cada seis horas,
durante al menos lcs primero 14 dias, o durante todo el curto
del tratamiento de hasta seis semanas. Otros tratamientos son
cefazolina administrada en 1-2 gramos Sada ocho horas durante
seis semanas o 600 mg de clindamicina cada ocho horas durante
seis semanas.

En general, la osteomielitis causada por estreptococos
beta-hemoliticos se trata por via intravenosa o parenteral con
penicilina bencilica con dos miliones de UI cada cuatro a seis

horas durante dos a cuatro semanas. Las infecciones por
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Salmonella spp. se tratan con ciprofloxacina a 750 mg por via
oral cada 12 horas durante seis semanas.

En general, el tratamiento de la osteomielitis causada por
Haemophilus influenzae en nifios consiste en la administracién
intravenosa o parenteral de 25-50 mg de cloxacilina cada cuatro
a seis horas durante cuatro a seis dias, mas ceftriaxona en 50-
75 mg/kg cada 24 horas durante cuatro a seis dias. Este
tratamiento se continla con amoxicilirna en 15 mg/kg mas acido
clavulénico por wvia oral (maximo 506: mg) cada oche horas
durante cuatro semanas.

En recién nacidos se logra el tratamiento con cloxacilina
por via intravenosa o parenteral en 25-50 mg/kg cada cuatro a
seis horas durante cuatrec a seis dias, més cefotaxime
intravenoso o parenteral en 50-75 mg/kg cada ocho horas durante
cuatro a seis dias. Se sigue el tratamiento con amoxicilina en
15 mg/kg mis Acido clavulidnico oral (maximo 500 mg) cada ocho
horas durante cuatro semanas.

En general, la infeccidén en nifles por §. aureus se trata
mediante la administraciédn intravenosa o parenteral de 25-50 mg
de cloxacilina cada cuatro a seis horas durante cuatro a seis
dias, mas ceftriaxona en 50-75 mg/kg cada 24 horas durante
cuatro a seis dias. Este tratamiento se sigue con cloxacilina
en 12,5 mg/kg por via oral cada seis horas durante tres o
cuatro semanas.

El tratamiento de la infeccién en nifios por Salmonella

<2
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spp. depende de la susceptibilidad del agente patégeno. Las
elecciones de tratamiento incluyen c¢loxacilina mas ceftriaxona,
seguido de sulfametoxazol en 20 mg/kg y trimetoprima en 4 mg/kg
por via oral cada 12 horas durante seis semanas, o amoxicilina
en 7,5-15 mg/kg por via oral cada 12 horas durante seis
semanas, o ciprofloxacina en 10-15 mg}kg cada cuatre a seis
horas durante cuatro a seis dias, mids cefotaxime en 50-75 mg/kg
por via intravenosa cada ocho horas durante cuatro a seis dias,
seguido de sulfametoxazol y trimetoprima o amoxicilina o
ciproflaxacina.

Otra realizacién de la presente invencidédn provee métodos
para el tratamiento de infecciones articulares y/o infecciones
de tejidos circundantes en un mamifero. De preferencia, el
mamifero es un humano. En una realizacién de preferencia, la
infeccién articular y/o la infeccién de tejidos circundantes
causa artritis séptica.

La artritis séptica es una infecciédn de la articulacién y
los tejidos circundantes, y causa inflamacién de la
articulacién causada por 1la presencia de microorganismos
intraarticulares vivos. Con mayor frecuencia, 1la artritis
séptica es secundaria a osteomielitis, especialmente en 1la
infancia, es consecuencia de la infecci?n bacteriana.

La infeccidén de la articulacién lse puede producir por
varias wvias. Con mayor frecuencia, la diseminacién del agente

patégeno infectante es hematédgena. Con frecuencia, la artritis
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séptica se origina a partir de infecciones © abscesos en 1la
piel. La sepsis en la boca y los dientes ¢ tras procedimientos
dentales o en asociacién con infecciones de las vias
respiratorias o urogenitales también pueden causar artritis
séptica. Los traumatismos penetrantes directos de la
articulacidén con objetos punzantes, © por lesiones traumaticas
importantes también pueden causar infeccidén articular. La
aspiraciébn o la inyeccién articular y 1los procedimientos
quirdirgicos tales como el reemplazo articular también pueden
causar infeccién articular. Rdemas, a menudo la osteomielitis
se disemina y afecta la articulacidén. Estc es especialmente
comin en nifos pequefics. Por ﬁltimo;: la infeccion de los
tejidos blandos adyacentes a la articulacién, por ejemplo 1la
inflamacién de las bolsas © vainas tendinosas, se pueden
diseminar hasta afectar el espacio articular. La diseminacién
de la infeccibtn por via hematdégena sigue siendo la causa mis
frecuente de sepsis articular.

Entre los sintomas de artritis séptica se incluyen
malestar y fiebre, articulacién o articulaciones calientes
agudas, Jjunto con inflamacién aguda:‘:tumefacciébn y efusién
articular, enrojecimiento, dolor y pérdida de funcién.

Los microorganismos causales de artritis séptica mas
comunes son Stapnylococcus aureus. En artritis séptica neonatal
también son agentes patdégenos comunes Escherichia coli vy

Haemophilus influenzae. En nifios de hasta 5 afos, la causa mas
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comin de sepsis articular hematdégena es Haemophilus influenzae.
Las bacterias gramnegativas intestinales también son agentes
patégenos comunes en ancianos y en personas con diabetes
mellitus o prétesis articulares. En los casos de lesiones
penetrantes, y en personas gque abusan de drogas intravenosas a
menudo se encuentra infeccidn por Pseudomonas aeruginosa o
Staphylococcus epidermidis. En adultos Jjévenes sanos, en
ocasiones la causa de artritis séptica es la infeccidén por
Neisseria gonorrhoeae ¢ por meningococ;s. La artritis séptica
crénica de grado bajo, especialmente en la columna, puede ser
consecuencia de infeccidén por microorganismos tales como
Mycobacteria © Brucella abortus. Ademas, el rango de agentes
patégenos en pacientes con sindrome de inmunodeficiencia
adquirida es variado.

Algunos de los agentes patdgenos de artritis séptica més
comunes incluyen, sin limitaciones, (1) grampositivos:
Staphylococcus aureus (80% de 1los -casos), Streptococcus
pyogenes/pneumoniae; (2) gramnegativos: Haemophilus influenzae,
Neisseria gonorrhoeae/smeningitidis, Pseudomonas aeruginosa,
Bacteroides fragilis, especies de Brucella, especies de
Salmonella, bacterias fusiformes; (3) bacilos &cido-alcohol
resistentes: Mycobacterium tuberculosis, micobacterias
atipicas; y (4) espiroquetas: lLeptospira icterchaemorrhagica.

En consecuencia, tal como se usa en la presente y en las

reivindicaciones el términoc “fartritis séptica” incluye



10

20

25

24

infecciones articulares y de los tejidos circundantes causados
por leos agentes patégenos antes mencionados, ademas de
cualquier otro agente patdgenc con capacidad para infectar la
articulacién y 1los tejidos circundantes. Los tejidos
circundantes incluyen, sin limitaciones, el misculo
circundante, los tendones relacionadosh1los huesos conectados,
las bolsas, las vainas tendinosas, el sinovio, el 1liquido
ginovial y el cartilago relacionado.

El término “tratamiento de la artritis séptica” incluye la
erradicacidén de los agentes patdégenocs / bacterias causales de
la infeccidén subyacente asociada a artritis séptica, 1la
inhibicién del desarrolleo bacteriano, la reduccién de la
concentracién bacteriana, la reduccién del tiempo de
recuperacién de la infeccién, el mejoramiento, la eliminacién,
o la reduccién de sintomas de infecciénwtales como tumefaccién,
necrosis, fiebre, dolor, debilidad, y/u otros indicadores
seleccionades como medidas adecuadas por los expertos en el
arte.

Por lo general, las articulaciones sépticas se tratan
durante cuatro a seis semanas, mientras que las artroplastias
infectadas se tratan durante cuatro a seis semanas o mas.
{Calhoun et al., Am. J. of Surgery 1989; 157: 443-449, Calhoun
et al., Archives of Otolaryagology --"Head and Neck Surgery
1988; 114: 1157-1162, Gordon et al., Antimicrob Agents

Chemother 2000; 44(10): 2747-2751, Mader et al., West J Med
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1988; 148: (5)568, Mader et al., Orthopaedic Review 1989; 18:
581-585, Mader et al. Drugs & Aging 2000; 16(1): 67-80). Estos
prolongados trzatamientos antibiéticos= se tornan atin mas
problemdticos cuando hay bacterias resistentes a fArmacos,
tales como Staphylococcus aureus resistentes a meticilina.

Antes de la caracterizacién del agente patégeno, por lo
general el tratamiento de 1la artritis séptica en adultos
comienza con 2 g de cloxacilina por via intravenosa o
intramuscular cada seis horas en combinacién con 1-2 g de
ceftriaxona cada 24 horas. En nifios mayores de dos meses, el
tratamiento incluye cloxacilina por via intravenosa o
intramuscular en 25-50 mg/kg, hasta un.;éximo de 2 g cada seis
horas, en combinacién con ceftriaxona 25-50 mg/kg hasta un
maximo de 2 g cada 24 horas. En neonatos, el tratamiento
incluye cloxacilina por via intravenosa 0 intramuscular en 50-
75 mg/kg hasta un miximo de 2 g por via intravenosa cada ocho
horas. Otros tratamientos antibidéticos incluyen cefotaxima,
flucloxacilina, y penicilina bencilica.

Una vez identificado el agente patdgenc, el cursoc comin de
tratamiente se basa en los agentes': patégenos infectantes
presentes. Por ejemplo, cuando se determina que la infeccién
comprende Staphylococcus aureus, a menudo se trata la artritis
séptica con clcracilina por via intravenosa cada seis horas, ©
cefazolina cada ocho horas, o© clindamicina cada ocho horas,

donde el tratamientc elegido dura dos o tres semanas. El1 S.
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aureus meticilinorresistente se trata con vancomicina
administrade por via parenteral.

El tratamiento antibidético de osteomielitis y artritis
séptica es ain un desafic para el médico. Muchas infecciones
ortopédicas se adguieren en el ambiente hosgspitalario (Holtom et
al., Clin COCrthop 2002; 403: 38-44). Adem&s, los agentes
causales de estas infecciones a menude son resistentes a
miltiples fdrmacos. Los estafilococos fon los microorganismos
hospitalarios resistentes a farmacos ma; comunes, perc también
pueden intervenir agentes patégenos gramnegatives (Cunha, Clin
Infect Dis 2002; 35: 287-293).

Las infecciones debidas a Staphylococcus aureus
meticilinorresistentes, comparadas con las debidas a $. aureus
meticilinosensibles, son mas dificiles de tratar y pueden tener
un peor pronéstico (Cosgrove et al., Clin Infect Dis 2003; 36:
53-59). Las opciones terapéuticas para estas infecciones son
limitadas. Los unicos farmacos con eficacia constante contra
todas las cepas de estafilococos y extensamente estudiados para
el tratamiento de infecciones &éseas son los glucopéptidos.
Lamentablemente, ya se ha reconocido la resistencia a estos
antibiéticos comoc wunc de los principales problemas del
tratamientoc de agentes patdgenos grampositivos. Los enterococos
resistentes a vancomicina tienen distribucién mundial, y dicha
resistencia ha demostrado ser potencialmente transmisible a

otros microorganismos grampositivos in, vitro (Noble, et al.,
[]
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FEMS Microbiclogy Letters 1992; 72:195-158). Ademds, se han
aislado cepas esporadicas de Staphylococcus aureus resistentes
a vancomicinra en varios paises (Hiramatsu, Am J Med 1998;
104:75-10S8, Hamilton-Miller, Infeccidén 2002; 30: 118-124). En
consecuencia, tiene fundamental importancia la disponibilidad
de agentes antimicrocbianos alternativos para el tratamiento de
patdgenos resistentes a miltiples farmacos.

Tigeciclina {antes a menudc atin denominado “GAR-936”) es
un derivado sintético 9-t-butilglicilamido de una nueva clase
de antibiéticos denominados glicilciclinas. Esta nueva clase de
derivados de las tetraciclinas demostré una excelente actividad
in vitro contra wuna gran cantidad de microorganismos
grampositivos y gramnegativos, aerobioi y anaerobios, incluso
Staphylococcus aureus meticilinorresisténte (MRSA), enterococos
vancomicinorresistentes {(incluso Enterococcus faecalis),
neumococos penicilinorresistentes/macrolidorresistentes,
Prevotella spp., peptostreptococos, Yy Mycobacterium spp.
{Boucher et al., Antimicrob Agents Chemother. 2000; 44(8):
2225-2229, Gales et al., Antimicreob Agents Chemother. 2000; 46:
12-36, Goldstein et al., Antimicrob Agents Chemother. 2000;
44(10): 2747-2751). Las tetraciclinas son agentes
bacteriostéticos que actuan por inhibicién de la sintesis de
proteinas bacterianas. Se han desarrollado glicilciclinas para
superar los mecanismos bacterianos de resistencia a las

tetraciclinas, si bien atn no se ha determinado el mecanismo de
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accidédn exacto (Rasmussen et al., Antimicrob Agents Chemother
1995; 38: 165B-1660). N
i

La tigeciclina se concentra en hueso, médula d4sea,
articulaciones y 1liquide sinovial, ademids de muchos otros
organos y tejidos de interés. AdemAs, se ha descubierto gque
tigeciclina se concentra en las porciones infectadas de los
tejidos antes descritos. Los estudios de farmacocinética de
tigeciclina intravenosa en humanos han demostrado que hay una
fase de difusién rdpida, con una vida media prolongada (40 a €0
horas) y un elevado volumen de distribucién en estado estable
(7 a 14 L/kg). Estudios en animales caﬁ tigeciclina con marca
radiactiva sugieren que esta fase de distribucidén répida y
elevadc volumen de distribucion en estadc estable representa la
penetracién de tigeciclina en tejidos que incluyen pulmones y
hueso.

Por ejemplo, se ha demostrado 1la distribucién de
tigeciclina en tejidos de ratas Sprague-Dawley cuando se
administra [!C] tigeciclina en una dosis de 3 mg/kg por
infusién IV durante 30 minutos. En g?neral, hubo una buena
distribucién de ia radiactividad en la mayoria de los tejidos,
Yy sSe observé la mayor exposicién global en hueso. Las
exposiciones en tejidos que mostraron las mayores
concentraciones fueron las siguientes: hueso>médula Oésea
>gléndula salival, tiroides, bazo y rifién. En cada uno de estos

tejidos, la relacién de superficie bajo la curva concentraciéon-
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tiempo (AUC) en tejidos respecto de AUC en plasma fue superior
a 10. En este estudio, la relacién entre AUC en el pulmén de
rata y AUC en plasma fue de 4,4. Adem&s, se ha demostrado que
la tigeciclina administrada por via intravenosa penetra en el
tejido éseo de humanos y la administracién intravenosa extiende
la concentracién de tigeciclina en liquido sinovial en humanos
en el tiempo.

Los inventores descubrieron qdé tigeciclina es un
tratamientc 1util de osteomielitis y artritis séptica. El
espectro antimicrobiano es amplio, e incluye todos los agentes
patogenos hallados en las infecciones nosocomiales de huesos y
articulaciones. Las propiedades farmacocinéticas son
favorables, dado que el farmaco se puede administrar dos veces
por dia. Ademds, se hallaron penetracién o6ésea y niveles
farmacolégicos superiores a la concentracién inhibitoria minima
(CIM) en casi todas las muestras obtemidas. La concentracidn
inhibitoria minima es un método para determinar la eficacia de
un compuesto en la inhibicién del crecimiento bacteriano. Es la
menor concentracidén de un agente antimicrobiano que inhibe el
desarrolle de un microorganismo, y deberia corresponder a
concentraciones requeridas en los sueros de los mamiferos para
el tratamiento minimo. Ademi&s, la tigeciclina proporcioné un
buen perfil de seguridad en humanos, lo que demuestra que el
agente antimicrobianc deberia ser adecuado para estudios

1
clinicos sobre infecciones ortopédicas.
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En consecuencia, un agpecte de la invencidén provee un
método para el tratamiento de infecciones de hueso, médula
bsea, articulaciones y tejidos circundantes, y un método para
el tratamiento de osteomielitis y/o artritis séptica en un
mamifero por administracién al mamifero de una cantidad
farmacolégicamente efectiva de tigeciclina. Las infecciones de
hueso, médula 6sea, articulacidén y tejidos circundantes vy
osteomielitis y/o artritis séptica pueden ser causadas por
cualquiera de los agentes patégenos comunmente hallados, tales
come los agentes patdgenos antes analizados, que incluyen
bacterias gramnegativas, bacterias grampositivas, bacterias
anaerobias y bacterias aerobias. Por ejemplo, la infeccidn
puede comprender, sin limitacignes, Staphylococcus,

\
Acinetobacter, Mycobacterium, Haemophilus, Salmonella,
Streptococcus, Enterobacteriaceae, Enterococcus, Escherichia,
Pseudomonas, Neisseria, Rickettsia, Pneumococci, Prevotella,
Peptostreptococei, Bacteroides Legionella, estreptococos beta
hemoliticos, y estreptococos grupo B. En realizaciones de
preferencia, la infeccién comprende Neisseria, Mycobacterium,
Staphyleccoccus, Yy Haemophilus. En realizaciones de mayor
preferencia, la infeccién comprende Escherichia coli, Neisseria
meningitidis, Neisseria gonorrﬁbeae, Mycobacterium
tuberculosis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae,

Haemophilus influenzae, Enterccoccus faecium, Rickettsia

H n
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prowazekii, Rickettsia typhi, Rickettsia rickettsii,
Mycobacterium leprae, Mycobacterium apscessus, o Mycoplasma
pneumoniae.

En una realizacidén de la presente invencién se provee un
métodoc para el tratamiento de infecciones de hueso, médula
6sea, articulaciones y los tejidos circundantes, y un método
para el tratamiento de ostecmielitis y/o artritis séptica
causados por las cepas bacterianas (tales como las antes
descritas) que mueatran resistencia a antibidéticos por 1la
administracién de una cantidad farmacéuticamente efectiva de

i

tigeciclina. Por ejemplo, la resistencia exhibida puede ser,
3in limitaciones, resistencia a meticilina, resistencia a
glucopéptido, resistencia a tetraciclina, resistencia a
oxitetraciclina, resistencia a doxiciclina; resistencia a
clortetraciclina, resistencia a minociclina, resistencia a
glicilciclina, resistencia a cefalosporina, resistencia a
ciprofloxacina, resistencia a nitrofurantoina, resistencia a
trimetoprima-sulfas, resistencia a @piperacilina/tazobactam,
resistencia a moxifloxacine, resiséhncia a vancomicina,
resistencia a teiccplanina, resistencia a penicilina, vy
registencia a macrélidos.

En una realizzcidén de preferencia, 1la resistencia a
glucopéptido es resistencia a vancomicina. En otra realizacién
de preferencia, la infeccién comprende S. aureus que exhibe

resistencia de resistencia a glucopéptido, resistencia a
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tetraciclina, resistencia a minociclina, resistencia a
meticilina, resistencia & vancomicina o resistencia a un
antibiético de glicilciclina distinto de tigeciclina.

En otra realizacién de preferencia, la infeccidén comprende
Acinetobacter baumannii que puede o no exhibir resistencia a
amtibiéticos tales como resistencia a cefalosporinas,
resistencia a ciprofloxacina, resistencia a nitrofurantoina,
resistencia a trimetoprima-sulfas, Yy resistencia a
piperacilina/tazocbactam. En otra realizacién, la infeccién
comprende Mycobacterium abscessus que puede © no exhibir
resistencia a moxifloxacina.

En el tratamiento de humanos y otros mamiferos,
tigeciclina se administra més cominmente por via intravenosa,
si bien los expertos en el arte disponen de otras vias de
administracién, Los sujetos humanos to{e;gn dosis de hasta 100
mg administradas durante infusiones‘ de una hora. Las
administraciones dos veces al dia durante nueve dias de 75 mg o
m&s en infusiones de 200 ml durante una hora a sujetos
alimentados 30 minutos antes de 1la infusién produjeron
intolerancia gastrointestinal en todos los sujetos, con néuseas
y vomitos. Fue tolerada la administracidén dos veces diarias de
25-50 mg en infusiones de 200 ml durante una hora. También se
toleré una Unica infusién de 100 mg, con concentraciones
séricas pico promedio de 0,9 a 1,1 micrdgramos/ml.

La administracién de 14 mg/kg dos veces al dia a conejos
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New Zealand White prcdujo niveles de estado estable superiores
a la concentracién inhibitoria minima. Véase Figura 1. Las
concentraciones inhibitorias minimas (CIM) y concentraciones
bactericidas minimas (CBM) para tigecic-:"l:l:.na en las cepas MRSA

utilizadas en este estudio fueron inferiores a 0,2 pg/ml y 0,2

ng/ml, respectivamente. La medicién de CBM provee un método
para la determinacién de la eficacia de un compuesto en la
eliminacién de las bacterias. La técnica de CBM establece el
nivel minimo de un agente bactericida que eliminard al menos
99,9% de los organismo en un inéculo estéandar.

Las CIM y CBM fueron determinadas por Mercier et al. para
tigeciclina contra E. faecium resistentel a vancomicina en 0,125
ug/ml y entre 16 y 32 ug/ml, respectivamente. Para S. aureus,
las concentraciones inhibitorias minimas y las concentraciones

bactericidas minimas fueron entre 0,25 y 1 ug/ml y 16 y 64

pg/ml, respectivamente. En un estudio de uso compasivo, los
inventores hallaron que ia ccncentracién inhibitoria minima de
tigeciclina contra M. abcessus en un paciente humano fue de
0,25 pg/ml.

En mamiferos, S. aureus meticilj:zlhorresistente se puede
tratar con tigeciclina en el rango de 5 mg/kg a 60 mg/kg dos
veces al dia, con mayor preferencia 10 mg/kg a 40 mg/kg, con
mayor preferencia 12 mg/kg a 20 mg/kg. Las dosificaciones

adecuadas para el tratamiento de otros agentes patédgenos seran

e
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aparentes a los expertcs en el arte.

En un estudic de usc compasivo, un paciente humano padecia
espina bifida con consecuente paraplejia. El1 paciente tenia
alergia severa a sulfas y se presentd con bacteriemia
meticilinorresistente por talén decibito infectado. El1 paciente
también presentaba degradacién cutdnea sobre el isquién
derecho. Se debriddé la udlcera, pero no curé. Una IRM reveléd
osteomielitis y una seccién del hueso fue positiva para
infeccién por Acinetobacter baumannii.

El A. baumanii era resistente a cefalosporinas,
ciprofloxacina, nitrofurantoina, y mostréd resistencia
intermedia a trimetoprima-sulfas y piperacilina/tazobactam. El
microorganismo era susceptible a imipenem, gentamicina vy
tobramicina. Se traté el paciente con mercpenem y tobramicina.
Lueqo se reemplazé mergpenem por aztreonam debido a 1la
presencia de eosinofilia. Luego se discontinué aztreonam debido
a eosineofilia persistente. También se .discontinué tobramicina
debide al aumento de la creatinina. Luego s3e traté el paciente
con tigeciclina durante dos meses con 50 mg cada 12 horas o 50
mg cada 24 horas. Al cabo de un mes de recibir tratamiento con
tigeciclina, una IRM mesird la resolucidn de la osteomielitis y
se observo notable mejoria en el liquido obtenido de la zona
isquial derecha. Se informé que el paciente evolucionaba bien
diez semanas después del tratamiento con tigeciclina.

En otro estudio de wuso compasivo, un paciente con

A=
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displasia ectodérmica anhidrética e inmunodeficiencia tenia
antecedentes de tres afilos y medio de osteomielitis vertebral
con infeccidn Mycobacterium abscessus. La debridacién se logrd
tras un afio un afo de infeccidén con colocacién de hardware. El
paciente mostrd cierta mejoria con cefoxitanc, claritromicina y
amicacina. M4&s tarde se interrumpié la amicacina debido a
deterioro renal. MAs tarde se agregé lihezolide y azitromicina
al régimen terapéutico. Se determind que el microorganismo era
resistente a moxifloxacina.

Mas adelante, el paciente se presenté con una nueva
osteomielitis vertebral justo por encima del sitio de la vieja
infeccitn. Se realizd una biopsia y se determind gque no era
necesaria wuna debridacién adicional. Se hallé que el
microorganismo sélo era sensible a cefoxitina. Se determino que
seria Util otro agente antimicrobiano;- y se encontrd que el
microorganismo era susceptible a tigeciclina. Se administréd
tigeciclina en CIM 0,25 microgramos/ml. El1 recuento de
leucocitos del paciente era normal, habia hipogamaglobulinemia
y disminucién de la funcién linfocitaria. El paciente también
habia estado bajo tratamiento con IL-12, pero se mantuvo IL-12
durante el tratamiento antibiético. Se informd que el paciente
evolucionaba bien un afio después del tratamiento.

Otra realizacibédn de la presente inyencién provee un método
para el tratamiento de infecciones de hueso, médula oésea,

articulaciones y tejido circundante, y un método para el
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tratamiento de osteomielitis y/o0 artritis séptica en un
mamifero, de preferencia un humano, que comprende la
administracién al mamifero de una cantidad farmacolégicamente
efectiva de tigeciclina y un agente. antimicrobiano de la
familia de ansamicina, que incluye los grupos de antibiéticos
rifamicina y estreptovaricina. La familia de rifamicina incluye
rifampicina, rifapentina, rifaximina, y de preferencia,
rifampicina. Estos antibiéticos macrociclicos tienen actividad
bactericida debide a su propensidn a uvnirse a ARN polimerasa.
Estos antibidéticos son utiles en combinacién con tigeciclina
pues efectian distintos pasos en la sintesis de proteinas
bacterianas. Mientras que 1las rifamicinas actian con 1la
ARNpolimerasa y limitan 1la producciéﬂ- de ARN mensajero, la
tigeciclina tiene accién sobre los ribosomas y la produccién de
las proteinas a partir del ARN mensajeroc. El modo de accién de
la tigeciclina parece estar relacionado con la inactivacién de
los ribosomas 705 a través de la unién al sitioc de fijacidén de
una tetraciclina en la subunidad ribosomal 30S con wuna
orientacién algo diferente que la tetraciclina. (Bauers et al.,
J. Antimicrob Chemother. 2004; 53(4): 592-599).

Los presentes inventores descubrieron que tigeciclina en
combinacién con un antibiético de la clase de antimicrobianos
de rifamicina provee efecto antimicrobiano aditivo en tejidos
infectados. En una investigacién con conejos inoculados en 1la

tibia con S. aureus meticilinorresistentea, el tratamiento de
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osteomielitis con tigeciclina en combinacién con rifampicina no
demostrdé infeccidén en hueso en 10 conejos mientras los
controles mostraron infeccién en 11 de 15 conejos. El
tratamiento en médula ésea tampoco demostré infeccidn en 10
conejos mientras los controles mostraron 5 conejos infectados
de 15 conejos estudiados. Ademds el tratamiento de
csteomielitis en conejos «con tigeciclina sola demostrd
infeccién en hueso de un conejo de 10 y sin infeccién en la
médula dsea.

En mamiferos, el tratamiento con fifampicina puede estar
en el rango de 10 mg/kg a 100 mg/kg dos veces por dia, con
mayor preferencia puede estar en el rango de 20 mg/kg a 70
mg/kg dos veces por dia, con mayor preferencia puede estar en
el rango de 30 mg/kg a 50 mg/kg dos veces por dia. En conejos
New Zealand White infectados por MRSA, el tratamiento con 40
mg/kg dio por resultado actividad bactericida. Los niveles de
concentracién inhibitoria minima y concentracién bactericida
minima para rifampicina contra la cepa MRSA fueron de 0,78
Hg/ml y 1,56 pug/ml, respectivamente, pa;a dar una propcrcion de
0,5.

La administracién oral a humanos de rifampicina esata
disponible en capsulas de 150 y 300 mg. Tras una dosis dnica de
600 en adultos humancs sanos, las concentraciones séricas pico
promediaron 7 microgramos/ml pero con amplia variacién entre 4

Yy 32 microgramos/ml. Con la administracién de 600 mg por via
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intravenosa a humancs adultos =anos durante 30 minutos se
ocbtuvieron concentraciones séricas pico promedio de
aproximadamente 17 microgramos/ml.

De preferencia, la administracién de tigeciclina es por
via intravenosa o intramuscular, mientras que la rifampicina se
puedea administrar por wvia intravenosa, intramuscular, oral o
por otras vias de administracién conocidas en el arte, tales
como sistemas de administracién trans;bucal, intrapulmonar o
tranadérmica. La administracién conjunta puede incluir una
combinacién de cualquiera de estos métodos. Por ejemplo, se
puede administrar tigeciclina por via intravenosa, mientras gue
la rifampicina se puede administrar por via oral. La
administracién conjunta incluye la administracién simultanea o
secuencial en cualquier orden y no necesariamente implica la
administracién simultdnea a la misma hora © el mismo dia o el
mismo esquema de tiempo. De preferencia se mantienen las
concentraciones de tigeciclina y rifampicina concurrentemente
bien por encima de la concentracién inhibitoria minima.

En un estudio de los inventores, un grupo de conejos
infectados por 5. aureus meticilinorresistentes y tratados con
tigeciclina mostrd menos unidades formadoras de colonias en
hueso y médula oésea que el grupo control infectado y no
tratado, o el grupo tratado con vancomicina al final del

periodo de tratamiento. La CIM y la CB_l_-l para tigeciclina (0,2

pg/ml) fueron inferiores que para vancomicina (0,39 ug/ml ¥y
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0,78 pg/ml), lo que mejora la resolucién de las infecciones
osteomieliticas. La asociacién de tigeciclina y rifampicina
permitidé la erradicacién completa de bacterias de la médula
6sea, mientras gue en el grupo con vancomicina mAs rifampicina
una muestra seguiz siendo positiva.” Véase Figura 3. El
tratamiento fue exitosos con la administracién subcuténea de 14
mg/kg de tigeciclina dos veces por dia y la administracién oral
de 40 mg/kg de rifampicina dos veces por dia. Estos datos
demuestran que la osteomielitis en coneajos con infeccién por S.
aureus meticilinorresistente se +trata eficazmente con una
combinacidén de tigeciclina y rifampicina.

En consecuencia, de acuerdo con las descripciones de la
presente, tales comc los regimenes de dosificacién y de
tratamiento (es decir, longitud y mode de administracién, vy
curso temporal de la terapéutica} utilizados en los estudios de
uso compasivo antes descritos los tipicos regimenes de
deosificacién y de tratamiento de los antibiéticos comunes
administrados a pacientes para tratar infecciones con los
agentes patdégenos enumerados, y los regimenes de dosificacién y
de tratamiento utilizados en el estudio con conejos, un experto
en el arte apreciard el régimen de dosificacién y de
tratamiento adecuado para administrar g un mamifero a fin de
lograr una cantidad farmacolégicamente efectiva de tigeciclina
y/o antimicrobianos adicionales tales como rifampicina, para

tratar osteomielitis y/o artritis séptica. Un experto en el
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arte apreciard que factores tales como la extensién de 1la
infeccién, la salud general, el peso y la edad del paciente
tendran efecto sobre el régimen de dosificacién y tratamiento
buscado.

El término “cantidad farmacoldégicamente efectiva *
significa, de acuerdo con conaideraciones conocidas en el arte
con la cantidad de agente antimicrobianc efectiva para lograr
un efecto farmacoldégico o una mejoria terapédutica sin efectos
secundarios adversos indebidos, incluyendo, sin limitaciones,
inhibicién del desarrollc bacteriano, reduccién de la
concentracién de bacterias, reduc:ién del tiempo de
recuperacién de la infeccién, mejoramiento, eliminacién, o
reduccién de los sintomas de infeccién u otros patoldgicos
tales como tumefaccién, necrosis, fiebre, dolor, debilidad, y/u
otros indicadores, como se seleccione como medidas adecuadas
para los expertos en el arte.

Otra realizacién de la presente invenciédn provee el uso de
tigeciclina con o sin un agente antimicrobiano seleccionado del
grupo formado por rifamicina, rifampicina, rifapentina,
rifaximina, o estreptovaricina (de preferencia rifampicina)
para la elaboracién de un medicamento para el tratamiento de
infecciones de hueso, médula 6ésea, articulaciones y tejidos
circundantes, y osteomielitis y/o artritis séptica en un

mamifero, de preferencia un humano.

g
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Otra realizacidn provee una composicién farmacéutica para
el tratamiento de .infecciones de hueso, médula O6sea,
articulaciones y rtejidos circundantes, y osteomielitis y/o
artritis séptica en un mamifero, de preferencia un humano, gque
comprende tigeciclina, con o© sin un agente antimicrobiano
seleccionade del grupc formado por rifamicina, rifampicina,
rifapentina, rifaximina, o estreptovaricina (de preferencia
rifampicina), y diluyentes, conservadores, solubilizantes,
emulsionantes, coadyuvantes y/o portadores farmacéuticamente
aceptables y convencionalmente utilizados en formulaciones
farmacéuticas y veterinarias. Las presentes formulaciones
farmacéuticas se pueden adaptar para la administracién a
humanos y/o animales.

Otra realizacidén de la presente invencién provee el uso de
tigeciclina con o sin un agente antimicrobiano seleccionado del
grupo formade rifamicina, rifampicina, rifapentina, rifaximina,
o estreptovaricina (de preferencia ﬁrifampicina) para la
elaboracién de un medicamento para el tratamiento de
infecciones de hueso, médula 6sea, articulaciones y tejidos
circundantes, y osteomielitis v/o artritis séptica en un
mamifero, de preferencia un humano.

Se entiende que las diversas realizaciones de la presente
invencién, tigeciclina y/o rifampicina y otros agentes
antimicrobianos pueden estar presentes como las

correspondientes sales farmacéuticamante aceptables. Por
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ejemplo, dichas sales pueden incluir, sin limitaciones, las
sales de clorhidrato, sulfato o fosfato. También pueden incluir
las sales de acetatc, citrato o lactato, por ejemplo.

El medicamento o composicidn farmacéutica ge administra en
una dosis para obtener una cantidad farmacolégicamente efectiva
de tigeciclina y una cantidad farmacolégicamente efectiva de un
agente antimicrobiana seleccionadeo del grupo formado por
rifamicina, rifampicina, rifapentina, rifaximina, o
estreptovaricina (de preferencia rifampicina). La composicidn
farmacéutica y/o medicamento ademds comprende diluyentes,
conservadores, solubilizantes, emulsionantes, coadyuvantes y/o
portadores farmacéuticamente aceptables. Pueden incluir, sin
limitaciones, sacarosa, manitol, sorbitol, lecitinas,
polivinilpirrolidonas, celulo:aa.-.’.hl microcristalinas,
metilcelulosas, carboximetilcelulosas, hidroxietilcelulosas,
hidroxipropilcelulosas; almidones, peliacrilatos,
etilcelulosas, hidroxipropilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa y sus derivados, triacetina,
dibutilftalato, dibutilsebacato, ésteres de &acido citrico,
polietilengliceoles, polipropilenglicoles, polivinilpirrolidona,
lactosa, sacarosa, estearato de magnesio, talco, © aceite de
silicona. !

Para la administracién oral, se pueden utilizar
formulaciones farmacolégicas tales como, por ejemplo,

comprimidos, cdpsulas, emulsiones, soluciones, jarabes o

Y
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suspensiones. Para la administracién parenteral, las
formulaciones se puedenq‘uti;izar como ampollas, o como
suspensiones, scluciones o emulsiones.gn vehiculos acuosos u
oleosos. Es obvio que la necesidad de agentes de suspensién,
estabilizacién y/o dispersidén tendrédn en cuenta la solubilidad
de los compuestos activos en los vehiculos gue se utilizan en
las realizaciones particulares. Las formulaciones pueden ademas
contener conservadores Yy antioxidantes fisioldgicamente
compatibles.

Las formulaciones farmacolégicas también se pueden
utilizar como supositorios con las bases de supositorios
convencionales tales como manteca de c;L;o u otros glicéridos.
Como alternativa, las formulaciones pueden estar disponibles en
forma de depdsito, que liberarid el compuestoc activc lentamente
en el organismo, durante un periodo de tiempo preseleccionado.

Los siquientes ejemplos se presentan a fin de ilustrar
diversas realizaciones de la invencién y no pretenden de

ninguna manera limitar la presente invencidn.

EJEMPLOS 1
EJEMPICO 1: Tratamiento de osteomielitis en conejos con
tigeciclina

Este ejemplo muestra el tratamiento de osteomielitis en
conejos con tigeciclina y tigeciclina en combinacién con

rifampicina. También se realizaron estudios comparativos con
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vancomicina y la combinacién de vancoﬁicina con rifampicina.
Los datos demuestran mejoramiento de la eficacia antimicrobiana
con tigeciclina sobre vancomicina, y con tigeciclina en
combinacién con rifampicina sobre vancomicina en combinacién
con rifampicina. Ademds, tigeciclina en combinacién con
rifampicina proveyd proteccién completa contra S. aureus

meticilinorresistente dentro del grupo de prueba.

Generacién de curvas estidndar por bioenSayos de difusidn

Se usaron suero normal de conejo NZW (Fisher Scientific) y
hueso de tibia normal nc infectado de conejo para generar
curvas estandar para tigeciclina (Wyeth-Ayerst Research, Pearl
River, Nueva York), vancomicina (Abbott Laboratories, Chicago,
Illincis), y rifampicina (Merrell Pharmacologicals, Inc.
Kansas, Missouri). S5e realizaron bioensayos con cada farmaco
para generar las curvas estandar para la concentracién de
antibiético en suero y/o huesc de la tiEia.

]
Para el bioensayo se usd el microorganismo Bacillus cereus

ATCCl1778. Se prepararon estidndares séricos con dos diluciones
seriadas al medio con cada antibiético, a fin de obtener
concentraciones de 25 pg/ml a 0,20 pg/ml del fArmaco en suerc
de conejo NZW normal. Se prepararon estdndares de eluido de
hueso para tigeciclina mediante la exhaustiva limpieza de
tibias de conejo no infectado con 70% de etanol en una campana

estéril. Cada tibia se rompié en trozos pequeflos de

B
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aproximadamente 0,5 cm’ con un mortero. Los trozos se colocaron
en un tubo de centrifuga cénico estéril de 50 ml y se pesaron.
Se agregdé un mililitrc de solucién fisioldgica estéril 0,9%
normal por cada gramo de hueso. 3e agitdé bien la solucidn
durante dos minutos. El1 eluido de hueso obtenido se dej$ bajo
agitacién a 180 rpm en una habitacién fria a 4°C, durante 12
horas. Las muestras se centrifugaron ”‘al4.000 rpm durante 3
minutos antes del ensayo para sedimentar los trozos.

Se midié el diametro de 1la =zona de inhibicién del
crecimiento alrededor de cada cavidad, en milimetros. Se generd
una curva estidndar para la concentracidn de tigeciclina en los
eluidos de suero y de hueso, y para vancomicina en suero, al
graficar la concentracién conocida de antibidético en funcibén de

la mediciénr de 1a zona de inhibicién obtenida.

Farmacocinética de Tigeciclina

A un grupo base de 6 conejos no infectados se
administraron por via subcutdnea 14 mg/kg de tigeciclina,
reconstituida en agua estéril, cada 12 horas, por un periodo de
B dia. Se obtuvieron muestras de sangre a los siguientes
intervalos aproximados, tras el tratamiento inicial con
antibiético: 1 hora, 3 horas, 6 horas, 12 horas, 171 horas y

180 horas (momanto del sacrificio). Se obtuvo medio mililitro

]
de sangre por técnicas estandar. Las muestras se colocaron de

inmediato en tubos de centrifuga estériles de 1,5 ml. Tras la
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eutanasia se limpiaron exhaustivamente ambas tibias con etanol
al 70% y se usarcn después de retirar todos los tejidos
blandos. Las tibias se colocaron en distintos tubos de
centrifuga estériles de 50 ml y se almacenaron a -70°C.

Las muestras de sueroc se almacenaron a -70°C hasta
realizar los biocensayos. Las muestras de hueso se prepararon
como ya se describié. Se prepararon placas sembradas de agar y
se cargaron las muestras por triplicado a las placas sembradas
y se incubaron a 30°C durante 168 horas. Se midid el diAmetro de
la zona de inhibicién de crecimiento alrededor de cada cavidad
y se extrapolaron las concentraciones de tigeciclina a partir

de la curva esténdar.

Determinaciones de concentracién inhibitoria minima y de

concentracidn bactericida minima

Se determinaron las concentraciones inhibitoria minima
(CIM) de tigeciclina, vancomicina y rifampicina mediante el
método de dilucién de antibidético a la mitad en tubo. También

se determinaron las concentraciones bactericidas minimas. Los

limites de sensibilidad de este método fueron de 25 pg/ml a

0,20 pg/ml. '

Inducciédn de osteomielitis tibial
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Por via percutidnea se indujo una osteomielitis localizada
por S. aureus en la metdfisis tibial la;eral izquierda de todos
los conejos de los seis grupos de estudio. lLa cepa de S. aureus
meticilincrresistente se obtuvo de un paciente sometido a con
osteomielitis sometido a tratamiento.

Preparacidn del medio infeccioso: se incubd §. aureus
durante la noche en medio Mueller Hinton Broth (Difco
Laboratories, Detroit, Michigan) al que se agregé 40 pg/ml
oxacilina, a 37°C. La concentracién bacteriana del cultivo se
ajusté a 107 CFU’s/ml. [

Procedimiento de infeccidén del conejo: para el estudio se
utilizaron conejos New Zealand blancos (Ray Nicholl's Conejory,
Lumberton, Texas), de ocho a 12 semanas de edad y con un peso
de 2,0 a 3,5 kg. Después de aplicar la anestesia, se insertd
una aguja calibre 18 por via percutdnea a través de la cara
lateral de la metAdfisis tibial izquierda, hasta la cavidad
medular. A continuacién se inyectaron en secuencia 0,15 ml de
morruato de =sodio 5% (American Rege%t_ Laboratories, Inc.,
Shirley, New York), 0,1 ml de S. aureus (10’ CFU/ml), y 0,2 ml
de solucidédn fisiolégica normal 0,9%. Se dejé progresar la
infeccién durante 2 semanas, y entonces se determiné 1la
severidad de la osteomielitis en forma radioldégica (Tabla 1).

Grupos de tratamiento: transcurridas las dos semanas de la
infeccién, se separaron los conejos con osteomielitis tibial

proximal localizada (confirmada radiolégicamente como de grados
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2-4) en seis grupos de estudio. Grupo 1 (grupc control):
infectade por sin tratamignto gprante todo el estudio. Grupc 2:
conejos tratados durante 4 semanas con vancomicina subcuténea
en 30 mg/kg dos veces por dia. Grupc 3: conejos tratados
durante 4 semanas con vancomicina subcuténea en 30 mg/kg dos
veces por dia mis rifampicina oral a 40 mg/kg dos veces por dia
en 0,5% de metilcelulosa. Grupo 4: congjos tratados durante 4
semanas con tigeciclina subcutdnea a 14 mg/kg dos veces por
dia. Grupo 5: conejos tratados durante 4 semanas con
tigeciclina subcuténea en la misma dosis que en los conejos del
Grupo 4, mas rifampicina oral en 40 mg/kg dos veces por dia en
0,5% metilcelulosa. Los conejos que recibieron rifampicina oral
{Grupos 3 y b5) recibieron un suplemento nutricional oral
(Ensure Plus®, Abbott Laboratories, Columbus, Ohio) ¥ una
preparacién de Lactobacillus spp. (Kvvet Supply, 3150 NRoad,
David City, MNebraska) por dia. Gruég 6: conejos tratados
durante 1 semana con tigeciclina subcutinea en la misma dosis
que el Grupoe 4, pero se sacrificaron 3 horas tras la
administracién de la dltima dosis. Al mismo tiempo se
obtuvieron muestras de sangre y hueso infectado y se determind
la concentracién de tigeciclina. Los Grupos 1 a 5 se dejaron
sin tratamiento durante 2 semanas después de la fase de
tratamiento del experimento y se sacrificaron 8 semanas tras la

infeccién. "

7
240
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Evaluacién radioldgica

Se obtuvieron radiografias de las tibias bilaterales al
comienzo de la terapéutica (2 semanas después de la infeccién),
al final de la antibiotricoterapia (6 semanas después de la
infeccién), y en el momento de ser sacrfficados (8 semanas tras
infeccidén). Las radiografias fueron comparadas con escalas
visuales (Tabla 1) por tres investigadores, cada uno ciego
respecto del grupco de tratamiento grupo, y se promediaron las

evaluaciones.

TABLA 1

Criterios para evaluar radiolégicamente el grado de severidad

de osteomielitis en conejos 1

Grado |Descripcidén de ocambios

0 Normal, sin cambios comparado con la

tibia derecha

1+ Elevacidn o alteracidén del
periostio, © ambos; tumefaccidén de
tejidos blandos

o
2+ < 10% alteraciédn de la arquitectura

del hueso normal

3+ 10 - 40% alteracién de la

-
—

A
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arquitectura del hueso normal

4+ > 40% alteracién de la arquitectura

dal huesc normal

*porcentaje visualmente estimado de hueso alterado.

Determinacién de niveles séricos de antibiébético

Se determinaron niveles pico y valle de antibiédtico para
los Grupos 2 y 4 a 1 hora (pico} y 12 Loras (valle) tras la
administracién inicial del antibidtico. Véanse Figuras 5A y 5B.

Se determinaron las concentraciones de antibiético mediante un

ao
bioensayc. El1 ensayo de difusién del antibiético se realizé

como se describib antes. Se extrapolaron las concentraciones de

antibidtico a partir de las respectivas curvas estandar.

Determinaciédn de la concentraciédn bacteriana per gramec de hueso

y médula &sea

Tras el sacrificio se realizaron cultivos macroscépicos
para las tibias derecha e izquiexda. Se determinaron recuentos
cuantitativos de S. aureus, en CFU porigramo, de hueso tibial
izquierdc v médula ésea para todos los grupos de estudio.

Preparacidén de cultivos: Se hicieron hisopados de médula
bsea y del canal intramedular de las tibias bilaterales con
hisopos de algoddn estériles para el anAlisis macroscépico de
cultivos de las tibias izquierdas, y controles de seguridad de

calidad con las tibias derechas. El1 hisopo inoculado se estrié

DY
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sobre placas de sangre y se colocaron en 5 ml de TSB estéril.
Luego se incubaron las placas v los tubos a 37°C durante 24
horas y se registrd el desarrollo y/o la turbidez.

La médula 6sea se colocd en un tubo de centrifuga estéril
de 50 ml y se pesd. Los fragmentos de hueso se rompieron en
trozos de 0,5 cm?, se colocaron en un tubo de centrifuga
estéril de 50 ml y se pesé el producto final. Se agregd
solucibn fisiolégica normal 0,9%, en uﬂalrelacién 3 al (3 m
soluciébn fisioldgica / gramo de hueso o médula dbsea) y se
agitaron con fuerza las suspensiones durante 2 minutos. Se
prepararcn seis diluciones al décimo de cada suspensién con
solucidon fisioldbgica normal 0,9%. Se sembraron en placas
muestras de 20 microlitros de cada dilucién, incluso la
suspensién inicial, por triplicado en placas de agar sangre, y
se incubaron a 37°C durante 24 horas. Se contaron las CFU a la
mayor dilucién para cada muestra de-;tibia. Se calculdé 1la
concentracién de 5. aureus en CFUs por gramo de hueso o médula
bdsea. La resultante calculada se multiplicé por 3 para las
muestras de hueso y por 4 para la médula 6ésea, a fin de
compensar las diluciones iniciales en solucién fisioldgica y la
adsorciétn de la médula Ssea en solucibén fisiolégica. Se calculd

el log medio de la concentracidén de 5. aureus para cada uno.

And&lisis estadistico de datos experimentales
N

=7
/bp)\
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Se calcularon la desviacién estiandar y el error esténdar
de la media para todos los datos en crudo, incluso las medidas
de difusién de disco, variaciones de peso, grados radicldgicos,
y los recuentos bacterianos. Se realizaron analisis de
regresién lineal, por método de cuadbados minimos para 1las
curvas estindar de difusién de zntibibtico mediante el log de
base diez de las concentraciones de antibidético para graficar
la concentracién (en pg/ml) versus la zona de inhibicidn medida
(en milimetros). Se extrapclaron todas las mediciones de
difusién posteriores a microgramos / mililitro de concentracién
de antibibético a partir de curvas estandar que utilizan la
pendiente y los valores de interseccién de y derivados de los

cAlculos de cuadrados minimos. -

Concentraciones inhibitorias minimas vy concentraciones

bactericidas minimas

Para la cepa de S. aureus meticilinorresistentes (inéculo
de 10° CFU/ml) utilizada en el estudio, las concentraciones
inhibitorias minimas y las concentraciones bactericidas minimas
fueron inferiores a 0,2 ug/ml y 0,2 pg/ml, respectivamente. Los
niveles de concentracién inhibitoria minima y de concentracidn

[
bactericida minima para vancomicina fueron 0,39 pg/ml y 0,78

Hg/ml, respectivamente, para una relacién CIM/CBM de 0,5. Los

niveles de concentracidén inhibitoria minima y de concentracién
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bactericida minima para rifampicina fueron de 0,78 ug/ml y 1,56

pa/ml, respectivamente, para una relacién de 0,5.

Niveles de cinética de fArmacos en hueso y suero

Todas las concentraciones de antibidético se derivaron de
las respectivas curvas estandar. Las tendencias logaritmicas de
las concentraciones de tigeciclina (14 mg/kg dos veces por dia)
en el suero del grupo de animales no infectados se muestran en
la Figura 1. La tigeciclina, como se muestra =n la Figura 1, se
elimindé lentamente, por 1l¢ que mantuvo un nivel estable
superior a la CIM (0,2 pg/ml) por 12 heras (valle). Los picos y
valles de <tigeciclina (14 mg/kg dos veces por dia) vy
vancomicina (30 mg/kg dos veces por dia) en el suero de conejos
infectados tras la administracién de los respectivos farmacos
se muestran en las Figuras 5a y 5b. Las concentraciones de
tigeciclina en hueso (14 mg/kg, Bid) en el grupo de conejos
infectados se mididé por separado en la tibia infectada al final

del tratamiento, donde promediaban 0,78 ug/ml +/- 0,01 pug/ml, y
en la tibia no infectada, donde promedizron 0,49 ug/ml +/- 0,01

Hg/ml. La diferencia fue estadisticamente significativa (p <

0,05).

Hallazgos radioldgicos

Se indujo una osteomielitis estadioc 2 a 4, de acuerdo con
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la Tabla 1, en todos los animales infectados. Los grados
radiolégicos iniciales fueron gimilares entre los grupes. Los
grados promedic para los grupos tigeciclina, tigeciclina +
rifampicina y vancomicina + rifampicina a t=14 dias fueron
significativamente superiores a lcos grados promedio a t=56 dias
{p<0,05). E1 grupo control mostré la menor cantidad de
mejoramiento radiolégicc (0,2 +/- 0,2 o 9,1%), comparado con
los grupos vancomicina (0,5 +/- 0,2 OWZS%}' tigeciclina (0,9
+/- 0,1 o 40,9%), vancomicina + rifampicina (0,9 +/- 0,1 o
40,9%) o tigeciclina + rifampicina (0,8 +/- 0,1 o 40,0%).

La Figura 2 muestra la severidad radiolégica promedio para
cada grupo a t=14 y t=56 dias. Al final del estudio (t=56
dias), los grados radioldgicos promedic se compararon entre los
distintos grupos. Los grados promedio para los grupos
tigeciclina, tigeciclina + rifampicina y vancomicina +
rifampicina a t=56 dias fueron significativamente inferiores a

los grados promedic para el grupeo con¥r01 a t=56 dias (p <

0,05). La clave para la Figura 2 es la siguiente: Control
grupo control, sin tratamiento; Vancomicina = grupo tratado con
vancomicina subcutdnea; Van -+ Rifam = grupo tratado con
vancomicina subcutanrea y rifampicina oral; Gar-936 = grupo
tratado con Gar-936 subcutaneo; Gar + Rifam = grupo tratado con

Gar-936 subcuténeo y rifampicina oral.

Cultivos de hueso




15

20

25

55

Un elevado porcentaje de tibias de los controles infectado
nc tratados (n=15) xevelaron cultivos positivos (80%) para
Staphylococcus aureus meticilinorresistentes a una
concentracién media de 9,21 x 10% CFU/g hueso. Comparado con
los controles no tratadeos, los grupos vgngomicina grupe {n=11),
tigeciclina y tigeciclina + rifampicin; demostraron todos un
porcentaje significativamente inferior de infeccién por
Staphylococcus aureus meticilinorresistente. En el grupo
vancomicina grupo, 2 de 1l muestras (18,2%) eran positivos para
MRSA, y la corncentracién bacteriana promedic del grupo fue de
1,4 x 10® cCFu/ gramo de hueso (p < 0,05). En el grupo
tigeciclina, 1 de 10 muestras fue positiva para Staphylococcus
aureus meticilinorresistente y la concentracién bacteriana
promedio fue de 20 CFU/ gramo hueso,wqﬁe es inferior a los
grupos control o vancomicina {p < 0,05). Un conejo del grupo
vancomicina + rifampicina mostrd concentracién bacteriana mayor
gue el control. Los conejos del grupo que recibié tratamiento
con tigeciclina + rifampicina demostraron erradicacién completa
de bacterias de la tibia (0,0 CFU/ gramc de hueso en todas las
muestras). La Figura 3 compara el CFU/gramo de médula 6sea y
hueso entre todos 1los grupos. La Figura 3 demuestra gque
tigeciclina y tigeciclina en comhin?cién con rifampicina
representan un efectivo tratamiento para la infeccidén de hueso
y la infeccidén de médula ésea respecto de l1os controles.

La clave de la Figura 3 es la siguiente: Control = grupo

-
—
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control, sin tratamiento; Vancomicina = grupe tratado con

vancomicina subcuténea; Van + Rifam = grupo tratade con

vancomicina subcutdnea y rifampicina oral; Gar-936 = grupo
tratado con Gar-936 subcuténeo; Gar + Rifam = grupo tratado con

Gar-936 subcutdneo y rifampicina oral.

Procesos adversos

De los 66 conejos infectados un total de 6 murieron antes
de completar el tratamiento. De ios 5 conejos que murieron en
el grupo con tratamiento de tigeciclina, uno fue sacrificado el
dia 19 debido a severo deterioro del éstado nutricional. Otro
conejo murié el dia 17 de tratamiento con tigeciclina debido a
gastroenterocolitis. Tres de los conejos de este grupo murieron
el dia 28 debido a gastroenterocolitis e intolerancia a la
anestesia. Un conejo del grupo tigeciclina + rifampicina murid
durante el tratamiento el dia 15 debido a gastroenterocolitis.
Es muy probable que 1la gastroenterocolitis se debiera a
alteraciones de la flora normal del intestinoc grueso. Todos los
conejos fueron controlados asemanalmente para la variacién de
pesoc. El grupo control mostrd el mayor aumento medio (0,58 kg
+/- 0,27), vancomicina el segundo mayor (0,39 kg +/- 0,26),
vancomicina + rifampicina el tercero (0,21 kg +/- 0,32). Los
grupos tigeciclina (-0,05 kg +/-0,32) y tigeciclina +
rifampicina (-0,3% +/- 0,31} perdieron peso después del

tratamiento antibiético. Casi todos los conejos de los grupos
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tigeciclina y tigeciclina + rifampicina se presentaron con
sintomas leves a severos de disfuncién gAstrica aproximadamente
1,0-1,5 semanas después de la iniciacién del antibiético, con
disminucién del apetito, deshidratacién, diarrea, y/o pérdida
de peso. Las Figuras 42 y B muestran las variaciones de peso
entre todos los grupos. La clave de las Figquras 4A y B es la
siguiente: Contrel = grupo control, sin tratamiento;
Vancemicina = grupo tratade con vancomicina subcutédnea; Van +
Rifam = grupo tratado con vancomicina subcuté&nea y rifampicina
oral; Gar-93€ = grupo tratado con Gar-936 subcutaneo; Gar +
Rifampicina = grupo tratado con Gar-936 subcutaneo vy
rifampicina oral.

Por seqguridad se observd mayor numero de muertes y efectos
secundarios en los grupos de conejos tratados con tigeciclina.
La enterocelitis debida a tigecicliina puede aser causada por
extensa destruccién de la flora ﬂigrobiana normal del
intestino. Los sintomas se atenuaron c;n la administracién de
probibéticos orales. El amplio espectro antimicrobiano de
tigeciclina, en contraste con el especiro mas angosto de
vancomicina, puede ayudar a explicar la diferencia observada

entre los grupos de tratamiento.

Resultados
Los datos de recuento para cada animal en cada tejido se

enumeran en la Tabla 2. Los recuentos en la tabla son promedios

3, R
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de las mediciones por triplicado en cada tejido. La inspeccién
de los datos de la Tabla 2 revelan que en los grupos tratados
con articulos de prueba, los recuentos en la mayoria de los
animales © =n todos ellos eran 0. En el grupo control, se
midieron recuentos distintos de cero enimédula 0sea de 5 de 15
animales y en hueso de 11 de 15 animales. Hubo considerable
variacién en la magnitud de los recuentos distintos de cero en
los grupos control, especialmente para hueso.

La cantidad de cultivos positivos y negativos en cada
grupo de tratamiento, y los valores p obtenidos por comparacién

con el control fueron los siguientes:

I
—

»
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—
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TABLA 2

Racuento de unidades formadoras de colonias por gramo da hueso

¥
y madula ésea de estudio de costeomielitis an conejos

Grupo de Recuentos Recuentos
tratamiento {(CFU/gm) (CFU/gm)
Contrel 1 0 238
2 0 0
3 §3.000.000 97
4 0 0
5 0 5.000
6 0 2.380
7 610.000 100.000
8 22.000 o 1.000
a 0 0
10 0 50
11 1.700 1.100.000
12 0 0
13 4.400 10.8000
14 0 72,9
15 4] 106,3
Tigeciclina Q 178,6
2 0 0
3 0 0
4 0 0
5 0 T
6 c 0
7 0 0
8 0 0
g 0 0
10 0 0
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1
Grupo de Recuentos Recuentos
tratamiento (CFlL/gm) (CFU/gm)
Tigeciclina 0 0
2 0 0
3 0 0
4 0 0
5 0 0
6 0 0
7 ) o
8 0 0
g 0 0
10 0 0
Vancomicina 1.250 270,3
2 0 1.315,8
3 0 0
4 0 0
5 G 0
6 0 0
7 0 0
8 ¢ 1 0
4 0 0
5 0 0
6 0 0
7 0 0
8 e 0
9 0 0
10 0 0
11 0 0
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Grupo de Recuesntos Recuentos
tratamiento (CFU/gm) (CFU/gm)}

Vancomicina 0 0
2 530.000.000 1.040.000

3 0 - . 0

4 0 0

5 0 0

) C 0

7 Q 0

8 0 0

9 0 0

10 0 0

Datcs provenientes de la comparacién de ostecomielitis en conejo

. . .
con tigeciclina, vancomicina y rifampicina

En médula 6sea, la proporcién de cultivos positives en los
grupos tigeciclina y tigeciclina + rifampicina fue 0, que en
comparacién con la proporcién de 0,33 (5/15) del grupo contrel
fue casi estadisticamente significativa (p=0,06) a nivel
convencional p=0,05. Las proporciones de los grupos vancomicina
y vancomicina + rifampicina no mostraron diferencias
estadisticamente significativas del grupe contrel. En hueso, la
proporciébn de cultivos positivos en gada grupo tratado con
articulos de prueba muestra una disminucién estadisticamente

significativa de la proporcién en el grupo control.
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En un modelo animal de Staphylococcus aureus
meticilinorresistente, con endocarditis, se demostré gue 14
mg\kg bid de tigeciclina era méas efettivo que 40 mg\kg de
vancomicina (Murphy, Antimicrob Agents Chemother 2000; 44(11):
3022-3027). En un modelo de rata se administraron dosis de
hasta 80 mg\kg\dia. 8in embargo, er el mocdelo de conejo
utilizado en la presente, la administracién de dosis superiores
a 14 mg/kg por dia causé morbilidad y moralidad relevante en
los animales (datos no mostrados). En consecuencia, las dosis
antes citadas se usaron en este estudio. Aun cuando el objetivo
no era el estudio de la farmacocinéﬁica de tigeciclina en
conejos, se realizaron algunas mediciones de niveles de
férmacos, a fin de asegurar que se usaba una dosificacion
adecuada en el modelo animal. Los datos confirmaron que los
niveles de farmacos en suero seguian siendo superiores a la CIM
de la cepa estafilocbcica usada 12 horas tras la Gltima
administracién. Ademas, el farmaco mostré una importante
penetracidén en hueso, y se hallaron niveles terapéuticos de
tigeciclina en el hueso infectado y no infectado. La mayor
concentracidén de farmaco infectadc es ;l;o hallazgo relevante,

que requiere mayor estudio.

EJEMPLO 2: Distribucidon de tigeciclina en tejido humano tras
una administraciédn intravenosa da 100 mg.

Este ejemplo muestra la penetracidn de tejidos
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seleccionados en sujetos humanos tras una unica aplicacidn
intravenosa de tigeciclina. Los datos demuestran una fase de
distribucién rdpida, con una vida media prolongada y un elevado
volumen de distribucién en estado estable. Establecen ademéds la
penetracién de hueso, liquide sinovial, pulmones, vesicula
biliar, y colon en sujetos humanos. La penetracién mejora el

tratamiento de las infecciones de hueso y articulaciones.

Los estudics de farmacocinética de tigeciclina intravenosa

Ll

i
en humancs han demostrado gque hay una fase de distribucidn

rdpida, con una vida media prolongada (40 a 60 horas) y un
elevado volumen de distribucién en estadc estable. Los estudios
en animales con tigeciclina con marca radiactiva sugieren que
esta fase de distribucién rapida y elevado volumen de
distribucién en estado estable representa penetracidn de
tigeciclina en los tejidos, incluso pulmén y hueso. Se
administré a ratas Sprague~Dawley (18 machos) tigeciclina con
carbonoc 14 en una dosis de 3 mg/kg ﬁbf infusién durante 30
minutos. Se determinaron las concentracicnes de radiactividad
en tejidos de 3 ratas/por puntc temporal al final de 1la
infusién y a las 1, 8, 24, 72, y 168 horas tras el final de la
infusién. Para todos los tejidos se observdé concentracion de
radiactividad pico al fin de la infusién. En general, se
distribuyé bien la radiactividad a la mayoria de los tejidos,
con las mayocres concentraciones seglin sigue: hueso>médula ébsea

>glandula salival, tiroides, bazo, y xifibn. En cada uno de
1

7%
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estos tejidos la proporcién de superficie bajo la curva
concentracién-tiempo en tejido, respecto de la superficie bajo
la curva de concentracidn-tiempc en plasma fue >10.

El objetivo de este estudico fue determinar las
correspondientes concentraciones en tejido y suero de
tigeciclina en puntos temporales selectionados en tejidos de
pulmdn, colon, vesicula biliar, hueso, y liguido sinovial. Las
muestras se obtuvieron de sujetos programados para cirugia de
pulmén, colon, vesicula biliar, o hueso, o una puncién lumbar,
a los que se 1les dio una 1vUnica dosis de tigeciclina
administrada por via intravenosa.

Se realizdé un muestreo preespecificado de tejidos/fluidos
de pulmén, colon, wvesicula biliar, huesc y liquido sinovial en
cada sujeto durante la cirugia a 4 hora?h 8 horas, 12 horas, ©
24 horas después del inicio de una dosis Unica de 100 mg de
tigeciclina administrada durante 30 minntos. Se obtuveo suero de
todos los sujetos a2 la hora 0 (antes de la primera dosis),
aproximadamente a los 30 minutos (fin de la infusién), y al
momento correspondiente a las extracciones de tejido / liquido.
Se determiné la concentracién en tejido y en suero de acuerdo
con el método especificado mis adelante.

-) 1

Pardmetros de investigacibén para muestras de suero

Las muestras de suero y tejido humano obtenidas de sujetos

de estudio que habia recibido tigeciclina se analizaron de

.
—
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acuerdo con métodos convalidados previamente. Las muestras de
suero y el liquido sinovial (0,2 ml) se mezclaron con 0,6 ml de
estidndar interno en acetonitrilo, se %vgporé el sobrenadante
hasta sequedad v se reconstituyd el residuo en 200 microlitros
de fase mévil. Alicuotas (10 micrelitros) de las muestras
reconstituidas se inyectaron en un LC/MS/MS.

Los datos se adquirieron y analizaron en software PE SCIEX
“Analyst” versién 1.3. Se usd regresién lineal, con calibracién
1/x? para obtener el mejor ajuste de los datos a las curvas de
calibracién. El limite inferior de cuantificaciétn fue de 10
ng/ml para muestras de suero y de liquido sinovial, de 10 ng/g
para muestras de colon y de vesicula biiiar, y de 30 ng/g para
muestras de hueso.

Se analizaron muestras de control de calidad {2 juegos)
bzjas (25 ng/ml), medias (500 ng/ml) v altas (1500 ng/ml),
preparadas en suverc humano, con cada conjunto de muestras de
suero. Para las muestras de contrel de calidad de colon,
vesicula biliar y pulmén se analizaron dos conjuntos de
muestras de control de calidad a 25, 500, y 1500 ng/g con cada
conjunto de muestras de tejideo. Para queso se analizaron dos
conjuntos de muestras de control de calidad a 100, 500, y 1500
ng/g con cada juego de muestras de tejidec.

Las curvas fueron lineales en el rango de 10 a 2000 ng/ml
par suero y ligquido sinovial, y desde el limite inferior de

cuantificacién hasta 2000 ng/g para los tejides. Se considerd

"
g

N
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exitosa una corrida si no mas de dos .muestras de contrecl de
calidad estaban fuera del rango del §5-115% del blanco, y no
habia dos muestras de control de calidad de la misma
concentracién fuera de ese rangoc. Si dos muestras de control de
calidad de la misma concentracién estaban fuera de ese rango
s6lo se informaban las concentraciones entre las muestras de

control de calidad restantes.

Materiales y Métodos para muestras de suero

Se mididé tigeciclina en suero humano mediante un método
LC/MS/MS. Se preparé la solucién madre primaria de tigeciclina
a 1 mg/ml por disoclucién en metanol. Se preparé una solucién
madre secundaria a partir de la solucién madre primaria por
dilucién a una concentracién de aproximacamente 40.000 ng/ml
con acetonitrilo. Las soluciones madre se guardaron a -20 °C
cuando no se usaban. Se prepard una solucidén madre estandar
interno primaria de ter—butil—dQi—tigeciclina a una
concentracién de 1 mg/ml en metanol. Se prepardé una soclucién
madre estédndar interno secundaria por dilucién de la solucién
madre primaria a una concentracién de 100 microgramos/ml en
acetonitrilo por agregade de 0,1% de trifluorcacetato. Las
soluciones madre primaria y secundaria se almacenaron a -20 °C.
Se prepard el estdndar interno de trabajo por dilucidén en
volumen con acetonitrilo /0,1% de trifluorocacetato. El estandar

interno de trabajo se almacend a 4°C cuando no se usaba. El dia
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del analisis se 1llevé la solucién madre secundaria a
temperatura ambiente antes de usarla para preparar las
soluciones de trabajo para la curva estandar. La curva estéandar
se prepard a aproximadamente 2.000, 1.600, 1.000, 500, 250,
100, 50, 20, y 10 ng/ml por dilucién seriada en suero humano

control.

1
El procedimiento de extraccién fue el siguiente: a 200

microlitros de calibrador, control de calidad ¢ muestras se
agregaron 600 microlitros de solucidén estdndar interno de
trakajo v se mezcld por agitacién vigorosa. Las muestras se
centrifugaron durante 10 minutos a 13.000 rpm para separar las
capas, y se transfirié el sobrenadante a un tubo de cultivo.
Las muestras se evaporaron hasta sequedad en un Speed Vac. Los
residuos se reconstituyeron por sonicacidén en 200 microlitros
de fase mévil y se inyectaron 10 microlﬂtéos en el LC/MS/MS.

El LC/MS/MS comprendia HPLC (Agilent 1100), espectrémetro
de masa (Applied Biosystems API3000), Columna (Aquasil C18, 50
X 2.1 mm i.s., 5Smicron (ThermoKeystone) con fase mévil de 16%
de acetonitrilo, 6% de metanol, 78% de agua, y 0,1l% de
tetreflucroacetato, velocidad de flujo de aproximadamente 0,35
ml/min, volumen de inyeccién 10 microlitros, Condiciones del
detector: 11% bilsquedas por periodo, tipo de biisqueda MRM,
polaridad positiva, fuente de aerosolw de turbo ion, a bajo
resolucién, con nitrégeno a & psi como gas de nebulizacién, una

gas de cortina, y un gas de colisidén, con energia idnica a

—
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4.500 mv, y temperatura de aerosol idénico a 450 °C. El detector
monitored tigeciclira y el estandar interno.

I.as muestras se analizaron en tres corridas analiticas. En

- 1
L}

cada dia de anilisis de muestras se corrid un estandar completo
junto con muestras de control de calidad y muestras de sujeto
de estudic. Las muestras ccn concentracidédn medida superior al
mayor calibrador se diluyeron al mezclar muestras de 100
microlitros con 900 microlitros de suero humanc y se analizaron
200 microlitros de la mezcla como ya se describié. Se logréd la
cuantificacién de tigeciclina en suerc por comparacidén con una
curva esténdar preparada en ia matriz adecuwada y calculada
mediance un factor de calibracién (l/corficéntracién)?.

El limirte de cuantificacién para tigeciclina fue de 10
ng/ml. No se detectaron picos que interfirieran con la
decerminacidén de cualgquiera de los isdémeros de tigeciclina en
ninguna de las muestras previas a la dosais. Todas las muestras
calibradoras y de control de calidad estapan dentro del rango
(85-115% del blance}. Los resultados de las muestras se
presentan en la Tabla 1. Los resultados de las curvas esténdar
y los calibradoras se presentan en la Tabla 4.

i

Barametros de investigacién para muestras de tejidos

Se prepard solucién madre y solucidén estadndar interno como
para los pariametros de investigacidén para las muestras de suero

anteriores. Se prepararon las soluciones estandar de trabajo a

a
=1
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analiticas. Cada dia de andlisis de las muestras se corrié una
curva estédndar completa, junto con muestras de control de
calidad y tejido. La curva estidndar se preparé en la matriz
sustituta adecuada para analizar las muestras de tejido. Las
muestras con concentracidn medida superior al calibrador mayor
(200 ng/g) se homecgenizaron con estan?am interno a 10 o 20
veces la concentracidén utilizada para la curva estdandar. Una
alicuota (300 microlitres) (dilucién al décime) se evapord
hasta sequedad y se reconstituyeron las muestras de modo tal
que las relaciones de superficie de los picos y las superficies
de los picos estaban dentro del rango de la curva estandar.

Se logrdé la cuantificacidn de tigeciclina en tejidos por
comparacién con una curva estindar preparada en la matriz

adecuada y calculada mediante un factor de calibraciébn

1
(1/concentracién)?. Para liquido sinovial se prepararon los

calibradores en solucidén fisiolbdgica con buffar de fosfato. Un
segundo conjunto de calibradores se prepar$ en un liquido
sinovial artificial compuesto por los siguientes componentes:
100 mmol/L de glucosa, 2,03-2,26 g/L de hialuronato y
aproximadamente 8 g/L de albimina ajustada a pH 7,4. Para la
curva de calibracién preparada en PBS y la recuperacidon se
calculd un factor de correccid4n mediante la realizacidédn de una
regresién lineal de detarminadas concenfiraciones de muestras de
liquido sinovial artificial a partir de la curva de PBS en

funcién de la concentraciédn tedrica de estas muestras con una

»
—-—
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ecuacién potencial (y=y0 +ax®). Dado que la concentracién
determinada de las muestras de lcs sujetos de estudio estaba en
el rango bajoc de la curva de calibraciéa,.sélo los calibradores
entre 20 y 500 ng/ml se usaron para calcular esta regresién.
Los resultados de esta regresién demostraron una fuerte
correlacién (r® = 0,9996) vy las concentraciones calculadas
hacia atrids de los calibradores ASF fueron de entre 94 y 122%
de sus valores blance para todo el rango completo de la curva
estédndar (20-2000ng/ml). Luego se aplicé 1l1la ecuacidn de
regresién a las concentraciones de muestras de sujeto de
estudio a partir de la curva de estindar de PBS y se determind
la concentracién corregida de tigec?ciina en muestras de
liquide sinovial.

El limite de la cuantificacidén de tigeciclina fue de 10
ng/ml. Se hallaron ccncentraciones medibles de tigeciclina en
todas las matrices analizadas. Todos los calibradores y las
muestras de control de calidad con concentraciones similares a
las muestraa estaban dentro del rango (B85-115% del blanco). Los
resultados de las muestras se presentan en la Tabla 4 {tejidos)
y la Tabla 5 {liquido sinovial). “

Resultados

Los datos demuestran una fase de distribucibén rapida, con

una vida media prolongada y un elevado volumen de distribucién

en estadc estable. También establecen la penetracion de hueso,

72/
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]
liguido sinovial, pulmén, wesicula biliar y colon en sujetos

humanos. Ademas, las concentraciones en liquido sinovial
muestran rédpida distribucién y prolongada retencidén de
tigeciclina, comparadoc con los datos provenientes de suero en

periodos similares.
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TABLA 3

Resultados del anAlisis da asuero

Talculado Calouledo Calouladn

Muestra Consentr. Tiempo Muestra Concantr. Timspe Muestrs Chnobntr.

Tiexpo

ID. jnkell Nera I.D. fapJulE Hora I.n fapiuli Hora

Ih BQL" [+ 22A 301 0 10a BOL <
18 5483 ©,.5 228 i610 0,5 w03 15%0 0,8
Ic 0.6 24 22c 251 4 s0c B0.6 24
ZA agr. 0 3 BAL ] 115 BOL 0
Zze 1080 6,.5 238 15% 0,5 a3 2889 6,3
2 151 a 23c 4.4 a1c 191 12
SR BQL 0 24A BOL [ 4ZA BOL c
43 4% 0,.5 248 1888 4,5 428 7y 0.5
w1 § 24¢ as.6 12 12c 199 (]
A sQL 0 25A BQL 0 ETY aQL 0
%8 19 0,.5 2B 850 0,8 438 1180 0,5
5c i 12 25¢ 13 a 43¢ 7.4 24
6A =4l 2 26A BOL (] i1 soL 9
68 1170 0,.5 268 97e 0.8 3 954 a5
o 113 22 26c 12¢ 12 sic 144 4
7A  BQL ] 278 BOL 0 &5A BOL 0
78 1640 9,.5 273 T 0,5 458 54 0.5
972 13 27¢ 7.9 12 45¢C 299 4
[ 1. BQL Q 288 I, 0 48A BQL [+}
88 171 0,.3 283 832 0,5 a8 M6 0,5
BC 186 ' 2¢c 120 12 a6c 6.5 a4
95 aqQr, H 29 BOL [ ] 47a gt a
& 8% 0,.5 293 5180 0,5 1 w? 0.z
% 221 { 29¢ 147 4 471 252 1
IoA  agL 0 3na 2oL 0 48a 5QL 0
108 gME0 f,.5  3ca 1180 9,3 433 W1 0,3
10 244 a aoc 50.8 24 sbc B6.9 24
IIA  20i 0 31k sar 0 492 oL G
110 1320 0,.5 318 2320 0,5 498 iz00 0,5
1ic 47.2 12 e 166 4 asc 102 12
12A BOL 0 12a BOL 0 50A agL 0
178 §950  0,.5 378 150 0,5 508 1430 0,3
12C 54.6 24 3c 2.1 n s0C 16 [}
i%\ BOL [} 3in 30L 0 51p BOL 0
1sh 1960 D0,.5 338 520 0,5 518 126 0,5

1=C 250 L] 33c 43.17 24 3lc 4.7 24
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16A B0 3 Jan BIL [} z2a poL €
= ] I Y M 0,.5 345 1082 F ) 528 L o5
IGC 107 12 dsc 9z.14 1 52c 1258 1
17A RQL 1] 35h 3QL 2 33A 2040 G
17TB iliC g0,.5 352 2430 0,.% 33 iCs0 0,5
17€¢ 51 24 35S 53.3% 24 53¢ an9 4
T0A 8OL 0 36R BOL [ 54A Bat. 0
188 7E3 0,.5 iéa 2300 0,.5 E4B 1850 6,3
i8C 133 ] 36C 65.7 24 54a¢ 206 [
lwp BOL ) 3TA BlL 0 535A BOL G
IBR 1740 0,.5% 378 2415 2,.5 538 628 0,5
19. 1p? 4 37c 85.7 12 33C 431 L]
20A DOL 0 A8A BQL o
58 903 a,.5 38p 4600 0.,.5
295 106 12 s 3¢ 12 3
1A BEL [} 18A agL e
z:B 8710 0,.5 358 5130 g,.5
21¢ 115 4 35¢C 1482 4

' BQL = por debajoc del nivel cuantitativo
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TABLA 4

Rasultados del anflisis da tejido calculado *BQL = por

de los limites cuantitativos del

Muestra Comosntracidn

LD
00l
002
ood
o3
(L]
007
wy
(1)
913
an

a1l.

a13
a1s
017
via
[JL

[~
vz
n3
024
03
L]

024
029
a3
(]}
032
011
[ L)
033

oy
L L)

41

Tejlslo
Yenicula biliar
Veslcula biliar
Hugso
Vesicula biliar
Hueso

Hugso

Huma

Fulmén
K¢eso
Vedlcula biliar
Houo
Vesculn bilar
Venlcsla biliar
Hueso
Vesicula biliar
Vesieuls hiliar
Hueso

Colon

Huaso
Veulcula biliar
Hueva
Vaulculu biliar
Colen

Huesd

Colon
Vesicula bilinr
Houso
Vesleuls bilier
Vericula biliar
Husso
Vesleula biliar
Vusicula biliar
Vesicula biliar
Huess

Colon

ensayo

(<33,2 ng/ml)

—

»
—
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Voaiculn hiHar
Calan
Yyeslouln bisiar
Calon

Colon

—

Celon
Huzto
Colon
Hueso
Colon
Pulmén
Hueso
Hurso
Hluoso

Colan

g

o
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de Wyeth-Ayerst Research, Montreal, Canadd. La [!C!-
tigeciclina fue provista por Amersham (Boston, MA}. La pureza
radioquimica y la actividad especifica de [!C)-tigeciclina en
masa fue del 98% y 93,6 microCi/mg, respectivamente.

Se usd agua estéril para preparar la solucidén de
dosificacién intravenosa. El1 céctel ‘ide centelleo liquido
utilizado para contar la radiactividad en plasma y orina fue
Ultima Gold (Packard Instruments Co., Meriden, CT).

Se usdé un Tri-Carb Sample Oxidizer Modelo 3078 equipado
con un Oximate-80 Robotic Automatic Sampler {Canberra-Packard
Co., Downers Grove, IL) para la combustién de las muestras de
sangre. Se usaron céctel de centelleo liquido Permafluor E
{Yackard Instruments Co., Meridan, CT), Carbo-Sorb-E (Packard
Instruments Co., Meridan CT) para la %b$orci6n de didbéxido de
carbone y agua deionizada para atrapar el diéxido de carbono
radiactivo generado por 1la combustién de la muestra en el
oxidador. Las alicuotas de sangre se transfirieron a conos de
combustidn v parches de cubierta (Canberra-Packard Co., Downers
Grove, IL) para la combustién.

Todas las determinaciones de radiactividad (dosis, sangre
y plasma) se realizaron con un contador de liquido de centelleo
Tri-Carb Model 2700 TR ({Canberra-Packard Co., Downers Grove,
IL) con una curva estadndar Ultima .Gglé © de tolueno. Las
cuentas por minuto (CPM) se transformaron en desintegraciones

por minuto (DPM) mediante la aplicacidn de estandares externos

[
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de radiactividad conocida. Se determiné el apagado de cada
estandar mediante el indice espectral transformado de un
eatadndar radiactivo externc¢ (TSIE). Los }imites inferiores de
detecciétn se definieron como fondo doble.

Se obtuvieron rstas Sprague-Dawley y Long-Evans machos de
Charles River Breeding Laboratories, Raleigh, NC, y dejaron en
cuarentena durante al menos una semana antes del inicio del
estudio. La solucidén dosis intravenosa (1,02 mg/ml) se prepard
por disolucién de 6,90 mg de tigeciclina sin marca y 5,30 mg de
[YYci-tigeciclinz en 12 ml ce agua estéril. La solucién de
dosificacién se diluyé v se hizo el radioensayo directo en
céctel de recuento de centelleo Ultimd Gold {Packard Inc.).
Todas las determinaciones de radiactividad total se realizaron
con un espectrémetro de centelleo liquide Packard 2700 TR
{Canberra-Packard Co.).

Los pesos de las ratas variaban entre 0,206 y 0,301 kg.
Todas las raras recibieron una tuUnica dosis por infusién
intravenosa de 30 minutcs de ([*C]-tigeciclina a través de una
canula de vena vyugular, (3 ml/kg, 3 mg/kg como residuo activo,
40 microCi/kg) con una bomba de infupﬁéa Harvard 22 (Harvard
Avparatus, Southnatick, MA). Todas las bombas se calibraren
antes de la administracién del compuesto. Las ratas se
anestesiaron con isoflurano antes de realizar exsanguinacién
por puncién cardiaca en los momentos prescritos tras la

dosificacién. Las ratas Sprague-Dawley y Long-~Evans se
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sacrificaron una a la w2z en lcs momentos 0,5, 8,5, 24, 72, 168

¥ 336 hr después de la dosis.

Se obtuvieron muestras control de sangrs entera de ratas
macho Sprague-Dawley en tubos que contenian heparina sédica. Se
usd sangre de una muestraz comin para preparar logs estandares de
calibracién y las muestras de control de calidad. Los
esténdares se usaror para construir la curva estandar para la
cuantificacién de la distribucién de farmaco con marca
radiactiva en tejidos de criosecciones de sangre entera. Se
usaron controles de calidad incluidos en el mismo blogque de CMC
con cada rata, para evaluar la variacién entre e intrasecciones
en 2l espesor de criosecciones de cuerpc entero de rata.

Se diluyé en forma seriada una solucién madre de 200
microCi/ml de [“C]—glucosa (New England Nuclear, Boston, MAa)
son sangre enteraz de ratas macho Sprague-Dawley para obtener
catorce estdndares con las siguientes concentraciones: 832,
485, 250, 122, 48,6, 24,3, 12,0, 4,72,

\
0,405, 0,327 y 0,221 nCi equiv./ml. lLas concentraciones de GC

, 2,36, 0,853, 0,638,
bajas, medias y altas fueron de 12,392, 25,9 y 3508 nCi
equiv./ml.

Inmediactamente después de la eutanasia, se sumergid toda
la rata en un baflo de hexano y hielc seco (-75 °C) hasta su
congelacién. Cada carcasa se secd y almacend a -30 °C hasta su
inclusién. Cada animal se incluyd en un molde (15 cm x 45 cm)

por el agregado de 10% descarboximetilcelulosa ({(CMC) de baija

w 1
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viscosidad y su congelamiento al colocar la placa en una mezcla
de hexano-hielo seco.

Los blogues congelados se transfirieron al Jung
Cryomacrocut 3000 (Leica Instruments GmbH, Nussloch, Germany) y
se dejaron equilibrar durante la noche hasta la temperatura
interna del cri6étomo durante al menos 12 ?oras antes de cortar.

Cada rata congelada se sometié a cortes sagitales a -20
°C. Se junté una cantidad suficiente de cortes para asegurar el
muestrec de todos los tejidos de interés. Las secciones 3se
deshidrataron durante la noche en una criocmara y luego se
transfirieron réapidamente a un desecador que contenia CaSO04
para impedir la condensacién de la humedad ambiente mientras se
equilibraba a temperatura amkbiente. Las secciones se montaron
en cartén y se marcaron con {**Cl-tinta negra con un ntmero .de
identificacién exclusivo. Lz tinta radidctiva se prepard® con
voléimenes iguales de tinta china y ('C]1-CL-284846 (100
microCi/ml}. Se colocéd un pequefic trozo de cinta adhesiva sobre
la tinta radiactiva seca para impedir la contaminacién de las
pantallas de almacenamiento de fésforo.

Las placas de imAgenes de fésforoBAS-SR 2025 (Fuji Photo
Film Co., Japan) se expusieron a luz visible brillante durante
20 minutos con un borrador IP (Raytest, USA Inc., New Castle,
DE} para eliminar la radiacién de fonc_i“:).l Las secciones y los
estandares de calibracién de sangre se colocaron

concurrentemente en contacto directo con Ips y se expusieron
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durante 7 dias. Todas las secciones se guardaron a temperatura
ambiente en una caja protectora de plome para minimizar los
niveles de fondo. Se generaron las imégenes de fésforo con un
Fujifilm BAS-5000 Bio-Imaging Analyzgr| y se cuantificaron
mediante MCID M2 Software, versién 3.2 (Imaging Research Inc.,
St. Catherines, Ontario, Canadd). Los STD y los CC se
analizaron mediante la herramienta de muestreo circular del
programa de software de MCID. Las zonas de interés en las
secciones de cuerpo entero se marcaron manualmente con la
herramienta de muestrec regional para generar los datos de
recuento.

Se determinaron las concentracioney radiactivas en tejidos
seleccionados mediante analisis digital de las
autorradiografias cbtenidas en base a una curva de calibracidn.
Se generé una curva de calibracién de las concentraciones
establecidas (nCi/g) versus la respuesta de MCID, con Iluz
fotoestimulada /mm? (PSL/ mm?-menos el fondo convertido a
nCi/g) para cada estédndar mediante andlisis de regresién lineal
calibrado (1/x?). Luego se usé la curva de regresidén lineal
vara determinar la concentracidn -~dF la radiactividad
desconocida de las muestras de estudio. las regiones de interés
(ROI) gue visualmente exhibieron niveles de radiactividad se
marcaron individualmente o se autoescanearon con herramientas

de muestreo, a fin de obtener las concentraciones de

radiactividad. Para determinar el limite de cuantificacién para
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T |
QWBAR, se determinaron coeficientes de' variacién respecto de

los estandares de sangre estudiados, y se definié el limite de
cuantificacién como la menor concentracién para la cual los
coeficientes de variacién no excedian el 15%.

Las alicuotas de plasma se combinaron con 10 ml de coéctel
de recuento de centelleo Ultima Gold™ {Packard Inc.) y se
contaron directamente. Las muestras de sangre se sometieron a
combustién con un oxidador de muestras Model 307 (Packard
Instrument Company). El1 [“C]Oz obtenqulse atrapé en Carbo-
Sorb®, se agregd cbéctel de centelleo (PermaFlour®E+) y se
cuantificaron las muestras mediarte LSC.

Las muestras se contaron en un espectrofotdémetro de
centelleo liquido Packard 2700 TR {Canberra-Packard Co.)
durante 10 minutos ¢ 0,2 sigma. Las cuentas por minuto se
convirtieron en desintegraciones por minuto mediante el uso de
una curva de apagado generada a partir de estdndares externos
de radiactividad conocida. Se determind el apagado de cada

-
estidndar y muestra mediante variacibé espectral total. E1
limite de cuantificacién (LOQ) para LSC se definié como dos
veces el fondo.

Se calcularon los parametros farmacocinéticos para la
radiactividad derivada de ['*C}-GAR-S3€ mediante la infusién
intravenosa en el médulc de znédlisis sin compartimientos (Model
202) WinNonlin, ver. 1.1, (Scientific Consultants, Inc.
Research Triangle Park, NC), que aplica un enfoque

. "3
1

7
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independiente del modelo y procedimientos estandar como se
describe en Gibaldi y Perrier. Gibaldi, Farmacocinética, 1982.
Para determinar la concentracidén media se sustituyé el cero por
cualquier valor inferior al limite de_fuantificacién {5.10 ng
equiv./g). Para la dosificacién de la infusidén IV, C30 min fue
la concentracién a 1los 30 minutos, el primer momento de
muestreo. La concentracién plasmdtica méxima (Caax) y el
correspondiente momente de congentraciédn pico tras la
administracién IV se obtuvieron directamente por inspeccidn
numérica a partir de cada datc de concentracién-tiempo. La vida
media terminal se calcuié mediante la relacidén 1ln2/Az donde Az
se derivé de la pendiente terminal de 1la curva de
concentracién/tiempo. La superficie baﬁg ia curva concentracién
plasmatica versus tiempo entre cero e infinito se calculé
mediante la regla del trapezoide, donde Curima ©85 la 1ltima
concentracién plasmatica medible. Las proporciones entre
concentraciédn tisular y plasmitica se calcularon de acuerdo con
la siguiente ecuacidén: Ciejido/Cplasmar doOnde Cieyigo €quivale a la
concentracién de farmaco en tejido (ng equiv./q), Yy Cpissm
equivale a concentracién de faArmaco en plasma (ng equiv./g).

La actividad especifica de P‘GTTt&geciclina {(base) se
determiné por ensavo gravimétrico en 43,94 uCi/mg (Tabla 1). la
concentracién de la solucidn de dosificacidén fue de 1,02 mg/ml.
Los animales recibieron una dosis promedio de 3,09 %+ 0,1l/kg

comparada con la dosis blanco de 3 mg/kg.

.
-
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Resuliados

Las concentraciones individuale} ' (ng equiv./qg) de
radiactividad total en tejidos de ratas Sprague-Dawley tras una
infusién IV de 3 mg/kg de [YCl-tigeciclina se representan en
la Tabla 6. Los par&metros farmacocinéticos en tejidos se
presentan en la Tabla 7. lLas relaciones entre tejido y plasma
se presentan en la Tabla 8.

Se obtuviercn concentraciones pico individuales (Cpax) de
radiactividad total al final de la infusién para cada todos los
tejidos. Los tejidos con las mayonfa concentraciones de
radiactividad fueron rifién (7601 ng equiv./q), higado {7300 ng
equiv./g) y bazo (6627 ng equiv./g) (Tabla 7). Los tejidos con
menor concentracién pico de radiactividad fueron encéfalo (54
ng equiv./g) y ojo (108 ng equiv./g) (Tabla 7). Cax fue
superior a 2000 ng equiv./g para la mayoria (70%) de los
tejidos. La radiactividad derivada de tigeciclina a GCux fue
menor en plasma gque en todos los tejidos, salvo encéfale, ojos,
grasa y testiculcs (Tabla 7). A las 24 hs, todos los tejidos
tenian concentraciones de radiactivi;Lé derivada de ['%C]-
tigeciclina (Tabla 6} superiores a las de plasma, salvo en ojo.

Las concentraciones tisulares individuales de
radiactividad a las 168 horas para la mayoria de los tejidos
declindé hasta el 1% o menos, respecto de su Cpy, Salvo hueso,
rifién, higado, piel, bazo y tiroides (Tabla 6). Hacia las 336

horas, la mayoria de los tejidos tenian concentraciones

.
o

/ﬂ%?
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inferiores al limite de cuantificacién (5,10 ng. equiv./qg)
excepto hueso, rxifién, piel y tiroides. 8in embargo, las
concentraciones en estos tejidos (hueso, tiroides, rifién vy
piel) se redujeron mucho respecto de Cmx. En general, las
concentraciones tisulares de radiactividad derivada de ['C]-
tigeciclina en hueso, rifién, piel y tiroides a las 336 horas
eran del 19%, 0,18%, 0,43% y 6% de Qm%,ﬂrgspectivamente.

Con AUC como medida de la carga tisular, hueso y tiroides
tenian una carga mucho maycr gque cualquier otro tejido. Los
mayores valores de AUC se hallaron en hueso (794704 ng
eq-hr/g), tiroides (330047 ng eg-hr/g), gléndula salival
(110979 ng eq-hr/qg), rifién (70704 ng eqg-hr/g), tiroides (33047
ng ea-hr/qg), bazo (70522 ng eq'-hr/g) e higado (53527 ng
eq-hr/g). Los tejidos con menor carga eran encéfalo (2865 ng
eqgq-hr/g), grasa (3500 ng eg-hr/g) y testiculos (10303 ng
egq-hr/g). La exposicidén AUC en hueso ela‘dos veces superior a
la del siguiente tejido (tiroides). Los valores de la relacién
de AUC en tejido:plasma eran superiores a uno en la mayoria de
los tejidos (Tabla 7).

La vida media terminal para la radiactividad derivada de
[YCc]-tigeciclina varia desde un minimo de 5 horas en grasa
hasta mids de 200 horas en hueso y tiroides, comparado con un
ti/z plasmadtico de 24 horas (Tabla 7). Los tejidos con vida
media de eliminacién mas prolongadaq fueron tiroides (804

horas), hueso (217 horas), piel (182 horas) y rifién (118 horas)

A9
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(Tabla 7).

Las relaciones de concentracién rtejido:plasma (Tabla 8)
fueron superiores a uno en la mayoria de los tejidos, con
excepcidn de encéfalo, ojo, testicul?“y| grasa en los puntos
temporales 0,5 y 8,5 horas. A 1as‘ 24 horas, todas las
relaciones eran superiores a uno. Las mayores relaciones entre
tejido y plasma se observaron para algunos tejidos a 72
horas:hueso {414), tiroides (56), piel (19,3), bazo (16,7} ¥
rifién (11,1). Las relaciones sangre:plasma fueron mayores a uno
para todos los puntos temporales, lo cual sugiere que hubo
sustancial particionamiento de la radiactividad derivada de
[*C1-tigeciclina hacia los eritrocitos.

También se evalud la distribuciéh de la radiactividad
derivada de ['*c]-tigeciclina hacia los tejidos que contienen
melanina (piel y tracto uveal) en ratas Long-Evans hasta 336
horas después de la dosis. Las concentraciones en sangre y
plasma de radiactividad derivada de [“C]—tigeciclina en ratas
Long-Evans fueron similares a ratas Sprague-Dawley (Tablas 2 y
5). Las concentraciones de radiactividad pico (Coax) se
observaron al £final de la infusién (0,5 horas) para piel,
tracto wuveal, plasma y sangre (Tap%a\ 9). La Cpyx de 1la
radiactividad derivada de [!‘C]-tigeciclina en piel y tracto
uveal fue de 1997 y 2502 ng egquiv./g, respectivamente. La AUC
para la radiactividad derivada de ['c] ['*C]-tigeciclina en

piel y tracto uveal fue de 109.296 y 233.288 ng equiv-hr/g,
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respectivamente. Las vidas medias terminales para piel y tracto

P
uveal fueron de 473 y 20 horas, respectfvamente (Tabla 10). Los
valores de vida media son de incuestionable importancia, dado
gque no se pudieron identificar con certeza las fases de
eliminacién en el perfil de concentracién-tiempo. Esto también
se refleja en la extrapolacidn de los datos AUC para tracto
uveal y piel.

Las relaciones de concentracién tejido:plasma fueron
superiores a uno para piel y tracto uveal en todes los puntos
de tiempo (Tabla 7). Las mayores relhdiones globales entre
tejido y plasma de observaron a las 72 horas en piel (179) y
tracto uveal (393). Las relaciones de AUC tejido:plasma fueron
8,45 v 18,0 para piel y tracto uveal, respectivamente, e
indican que estos tejidos retienen selectivamente
concentraciones significativas de radiactividad derivada de
['“C]-tigeciclina. Los datos sugieren que la radiactividad es
selectivamente particionada en la regién del ojo de rata que
contiene melanina. Las concentracio?q? ‘tisulares medias de

radiactividad a las 336 horas para piel y tracto uveal

declinaron a 8 y 1% de Cpx, respectivamente.

.-"l
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Tabla &6

Conocentraciones

después de una tunica infusién durante 30 Minutos

medins

de

89

»
want

tigeciclina en ratas macho Sprague-Dawley

radiactividad total en

de

tejidos

tico

»
—

Tipo de[0,5 B,5 24 Hrs. |72 Hrs. | 168 336
tejido Hrs Hrs. Hrs. Hrs.
Sangre 1.277 | 624 44,.5 11,8 ‘ 1,87 <1,03
Plasma 895 504 14,8 4,51 <1,03 <1,03
| Glandula | 3.580 (941 68,.9 19,3 <5,10 <5,10
suprar-

renal

Hueso 3.312 [3.794 2.711 1.787 1526 720
Médula 4.376 |1.562 291 22,5 <5,10 <5,10
bsea

Encéfalo | 35,8 54,3 35,8 13,3 <5,10 <5,10
Ojo 106 108 36,6 6,763 l <5,10 <5,10
Grasa 450 144 <5,1 <5,10 <5,10 <5,10
Corazédn 5.657 [1.138 69,3 6,98 <5,10 <5,10
Rifion 7.601 1.725 140 47,9 41,3 13,9
Higado 7.300 [1l.192 160 22,17 13,3 <5,10
Pulmén 2.981 | 49¢ 73,1 13,5 <5,10 <5,10
Ganglio 3.473 |i.276 180 29,1 <5,10 <5,10
linfa~

AE
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Misculo 2.260 11.863 85,8 6,24 <5,10 <5,10
PAncreas [4.437 | 971 70,0 7,41 <5,10 <5,10
Hip6fi- 3.693 |2.014 144 18,8 <5,10 <5,10
sis

o |

Glandula |5.771 | 6.313 300 31,6 <5,10 <5,10
salival
Piel 1.928 |577 249 83,1 7,32 8,34
Bazo 6.627 [(1.691 476 72,0 18,8 <5,10
Testicu~ | 347 361 119 16,4 <5,10 <5,10
lo
Timo 2,528 |1.590 158 15,3 <5,10 <5,10
Tiroides |2.992 |1.762 354 242 218 187
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Tabla 7
Parémetros farmacocinéticos de radiac;ﬁvidnd total en tejidos
tras una finioca infusién de 30 minutos de [*C]-tigeciclina en

ratas macho Sprague-Dawley

Tipo de | Cmax Ty1/2 AUC AUC AUC
tejido Ng Ng eq | Ng eq | tejido:pl

equiv/g hr/g hr/g asma
Sangre 1.277 105 12.063 1.261 1,15
Plasma 895 24 10.643 10.652 1,00
Gléndula | 3.580 13 29.153 %9.515 2,77
suprar- B
renal
Hueso 3.794 217 569.498 794.704 74,6
Médula 4.376 11 47.116 47.468 4,46
bsea
Encéfalo |54 32 2.256 2.865 0,269
Ojo 108 17 3.060 3.221 0,302
Grasa 450 5 2.489 3.500 0,329
Corazén |5.657 5 10,083 1 40.179  [3,77
Rifién 7.601 118 68.333 70.704 6,64
Higado 7.300 44 52.676 53.527 5,03
Pulmén 2.981 13 21.263 21.523 2,02
Ganglio 3.473 13 36.478 37.010 3,47
linfa- |

4
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i
tico -
Midsculo 2.260 8 34.833 34.910 3,28
Padncreas |4.437 10 32.908 33.014 3,10
Hip&fi- 3.693 10 44.882 45.164 4,24
sis
Glandula {6.313 9 110.558 110.979 10,4
salival

.l 1
Piel 1.929 182 31.819 36.471 3,42
Bazo 6.627 33 69.638 70.522 6,62
Testicu- | 361 15 9.975 10.323 0,97
lo
Timo 2.528 10 35.204 35.430 3,33
Tiroides |2.992 804 113.022 330.047 31,0
Tabla B

Ralacién tejido:plasma tras una dnica ififusién de 30 minutos de

[**C]-tigeciclina en ratas macho Sprague-Dawley

Tipo de | 0,5 8,5 24 Hrs. {72 Hrs. | 168 336
tejido Hrs Brs. Hrs. Hrs.
Sangre 1,43 1,24 3,01 2.74 NA NA
Plasma 1,00 1,00 1,20 1.00 NA NA
Glandula 4,00 1,87 4,87 4.47 NA NA
suprar-

renal s

g
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Hueso 3,70 7,53 184 414 NA NA
Médula 4,89 3,10 19,7 5.21 NA NA
dsea
Encéfalo 0,040 0,108 2,42 3.10 NA NA
oio 5,116 [0,215 |2,46 [1.577 [mA A
Grasa 0,50 0,287 NA NA NA NA
Corazbdn 6,32 2,26 4,74 1,062 NA NA
Rifién 8,49 3,42 9,49 11,1 NA NA
Higado 8,16 2,37 10,8 5,26 NA NA
Pulmén 3,33 0,984 4,95 3,13 NA NA
Ganglio 3,88 2,53 12,2 6,75 NA NA
linfati-co
Mdsculo 2,52 3,70 5,801 1,45% ' |NA NA
Pancreas 4,96 1,93 4,75 1,72 NA NA
Hip6fi-sis | 4,13 4,00 9,79 4,38 NA NA
Glandula 6,45 12,53 20,3 7,32 NA NA
salival
Piel 2,15 1,14 16,8 19,3 NA NA
Bazo 7,40 3,36 32,3 16,7 NA NA
Testicu-lo {0,388 |0,716 8,08 3,80 NA NA
Timo 2,82 3,16 10,7 3,&51 | NA NA
Tiroides 3,34 3,50 24,0 56,0 NA NA




Tabla 9

94

Concentracién media (ng equiv./g)

tejidos después de una tnioca infusién de 30 minutos de [**C]-

dé radiactividad total en

tigeciclina en ratas macho Long-Evans

Tipo de|0,5 24 Hrs. |72 Hrs. | 168 336
tejido Hrs Hrs. Hrs.
Sangre 1.296 | 340 11,8 2,72 1,24
Plasma 975 70,5 4,31 <1,03 <1,03
Tracto 1.997 | 124 96,5 74,8 19,3
uveal -

Piel 2.502 |2.363 1.787 351 211
Table 10

Paramatros farmacocinaticos de radiactividad total en tajidos

después de una fGnica infusién de 30 minutos de

tigecioclina en ratas macho Long-Evans

Tipo de | Cmax T1/2 AUC AUC AUC

tejido Ng Ng eq | Na ‘ eq| tejido:plasma
equiv/g hr/g h.r/‘ g

Sangre 1.296 62 21.843 21.954 1,70

Plasma 975 19 12.923 12.938 1,00

Piel 1.997 473 58.287 109.296 (8,45

Tracto 2.502 201 131.346 |233.288 }18,0

uveal

[14c] -




Tabla 11

Relacién tejido:plasma después de una

minutos de ['*C}-tigeciclina en ratas macho Long-Evans

tnica infusién

Tipo de|0,5 24 Hrs. [ 72 Hrs. | 168 336
tejido Hrs Hrs. Hrs.
Sangre 1,33 4,81 5,05 5,05 NA
Plasma 1,00 1,00 1,00 i,00 NA
Piel 2,05 8,76 179 179 T NA
Tracto 2,57 25,7 393 393 NA

uveal

n
—
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Andlisis

La distribucién de 1la radiactividad a los tejides se
evalud después de una tnica infusién de 30 minutos (3 mg/kg) de
[Cl-tigeciclina en ratas macho Long-Evans y Sprague-Dawley.
La radiactividad se distribuyd rdpidaménte a los tejidos, con
Cmax observada al final de la infusién (0,5 hr) para la mayoria
de los tejidos. Las concentraciones tisulares fueron similares
a un estudic conducido previamente por el método de diseccidn
de tejidos. La extensa distribucidén de tigeciclina en diversos
tejidos sugiere un velumen de distribucién muy grande. Este
hallazgo confirma la observacién previa de un elevado volumen
de distribucién en ratas y perros. En general, la eliminacién
de la radiactividad de la mayoria de }Qf‘tejidos fue mis lenta
que la velocidad en plasma.

Las concentraciones de radiactividad derivada de [c]-
tigeciclina en tejidos de ratas Sprague-Dawley fue mayor que en
plasma en la mayoria de los puntos de tiempo. Las
concentraciones tisulares de radiactividad a las 168 horas para
la mayoria de los tejidos declina a 1% o menos, respecto de los
valores al final de la infusién. A 1las 336 horas, las
concentraciones en hueso, tiroides, rifién y piel declinaron a
19%, 6,25%, 0,18% vy 0,43% de .ilal valores de Cmax,
respectivamente.

Los tejidos con los mayores valores de exposicién en ratas

Sprague-Dawley, como se incida con los valores medios de AUC,
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fueron hueso, tiroides, gladndulas salivales, rifién y bazo. Las
vidas medias de eliminacién fueron haﬁthnte largas (5 a 217
horas), donde las vidas m@dias de eliminacién mas prolongadas
en hueso, piel y tiroides. El valor de la vida media para el
tejido tiroide es cuestionable, dado gque 1l1las fases de
eliminacién en el perfil concentracidn-tiempo no se pudieron
identificar con certeza. Esto también se refleja en 1la
extrapolacién de los datos AUC a AUC.

Las relaciones entre tejido y sangre o© plasma fueron
maycres de uno para todes los puntos-de Fiempo, o0 que sugiere
gue hubo sustancial particionamiento de 1la radiactividad
derivada de [!*C]-tigeciclina a los tejidos y las células de la
sangre. Los resultados de la relacién tejido:plasma obtenidos
en este estudio son similares a los resultados de la relacidn
tejido:plasma de la <zara después de una deais IV de
minociclina.

Si bien no estd limitado por la teoria, 1las elevadas
concentraciones de radiactividad en hueso se pueden deber a la
quelacién de tigeciclina cecn calcio.) ia capacidad de las
tetraciclinas {minociclina, clortetraciclinas) para formar
complejos de quelacidén con calcio u otros iones metélicos, y
asi adherirse al hueso ha sido descrita en la bibliografia. En
el estudio actual, la radiactividad derivada de [Mc) -
tigeciclina era retenida significativamente en hueso, con AUC

de 794.704 ng equiv-hr/g. Este valor es aproximadamente 75
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veces mds elevado que en plasma. En hueso también se observd
una vida media de eliminacién aparente de 217 horas. La
retencidén de radiactividad en hueso puede ser responsable de la
recuperacién algo incompleta (89,4 =+ 2,50%) de [cC]-
tigeciclina en un estudio de equilibrio de masa en ratas macho
Sprague-Dawley observada tras una dosis intravenosa de 5 mg/kg.
La exposicién (AUC) en hueso fue 2,5 veces superior gque en el
siguiente tejido, en valor elevado (ti;;i;es). La radiactividad
derivada de ['C]-tigeciclina también mostré wuna fuerte
afinidad y vida media prolongada para los tejidos de hueso y
tiroides, similar a otras tetraciclinas conocidas.

Las concentraciones de radiactividad derivada de [!C]-
tigeciclina se detectarcn hasta 336 horas en el rifién y fueron
mds elevadas que las de otros tejidos, excepto hueso vy
tiroides. MNo obstante, en el estudioc de equilibric de masa,
ademds del estudio de excrecién bilidﬁ‘y urinaria, la mayor
parte de la radiactividad derivada de [“C]-tigeciclina se
excretd durante las primeras 48 horas, lo cual sugiere que
parte de la radiactividad derivada de ['%C]-tigeciclina puede
ser fijadora, con gran afinidad por el tejido renal. La
fijacién al tejido renal también es conocida en las
tetraciclinas,

Como se determindé mediante QWBAR, la radiactividad
presente en tejidos oculares de r;Ea| sélo se particiond

]
selectivamente en los tejidos que contienen melanina del tracto

7
A
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uveal, ademés de la piel de ratas Long-Evans. El tracto uveal
tenia concentraciones relativamente elevadas de radiactividad
en todos los puntos temporales después de 0,5 horas, lo cual
sugiere un significativo nivel de exposicién y una vida media
prolongada. En un estudio realizado ééﬂ\anterioridad mediante
el método de diseccién de tejidos, la evaluacién del globo
ocular intacto reveld la presencia de radiactividad en este
érgano; sin embargo, no fue posible asociar la ubicacién de
esta radiactividad en ningin tejido ocular especifico.

Las concentraciones de 1los 14 estdndares y 28 QCS
determinados por recuento convenciocnal de centellec liquido
(LSC) fueron similares a las evaluaciones QWBAR para estos
mismos estiandares. La exposicidn de..Fatos estAndares a 14
pantallas de almacenamiento de fésforo diferentes dio por
resultadoc una respuesta MCID confiable gue se correlacionaba
con las actividades especificas determinadas por LSC, lo cual
sugiere gque la variabilidad entre dias e intra dias era muy
baja. La CV y la exactitud del método QWBAR estaban dentro de
limites aceptables (< 20%). La reproducibilidad de la respuesta
MCID y la buena correlacién de las actividades especificas
entre LSC convencional y QWBAR demostrar?n que los estandares
RBC tenia concentraciones uniforme; ‘de radiactividad. Se
consideré gque la variabilidad observada en este estudic se
relacionaba con diverscs aspectos de los cortes congelados, la

técnica QWBAR y el andlisis por imédgenes. Se demostrd que QWBAR
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era reproducible, con una sensibilidad de 0,221 nCi/g {(limite
inferior de cuantificacién). El rang'o-‘ld‘inémico era lineal a
través de cuatro 6rdenes de magnitud entre 0,221 y 832 nCi/g.
En conclusiébn, las concentraciones tisulares de
radiactividad derivada de [“C]—tigeciclina eran superiores
para la mayoria de los tejidos que para las concentraciones
plasmiticas. En general, la eliminacién de la radiactividad
proveniente de la mayoria de los tejidos era mis lenta que la
tasa proveniente del plasma. La AUC era mas elevada para 1la
mayoria de los tejidos que para el plas?a, lo cual sugiere que
la mayoria de los tejidos eliminaba lentamente la radiactividad

derivada de [}C]-tigeciclina.

By
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REIVINDICACIONES

1. Un método para el tratamiento de una infeccién en
hueso o© médula désea en un mamifero, que comprende la
administracién al mamifero de una cantidad farmacolégicamente

efectiva de tigeciclina.

2. El métode de acuerdo con 1&} teivindicacién 1 que,
ademis, comprende la administracidn de un agente antimicrobiano
seleccionado del grupoc formado por rifamicina, rifampicina,

rifapentina, rifaximina ¢ eatreptovaricina.

3. El método de acuerdo con la reivindicacién 2, donde

el agente antimicrobiano es rifampicina.

4, El método de acuerdo con la reivindicaciétn 1, 2 o 3,

donde la infeccién comprende un agentelpatégeno seleccionado
.“‘

del grupo formado por bacterias gramnegativas, bacterias

grampositivas, bacterias anaerobias y bacterias aerobias.

5. El método de acuerdo con 1la reivindicacién 4, donde
el agente patégenc se selecciona del grupo formadeo por
Staphylococcus, Acinetobacter, Mycobacterium, Haemophilus,
Salmonella, Streptococcus, Enterobacteriaceae, Enterococcus,
Escherichia, Pseudomonas, Neisseria, Rickettsia, Pneumococci,

Prevotella, Peptostreptococei, Bact$roides Legionella,
.--‘

7o
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estreptococos beta-hemoliticos, estreptococos grupe B y

espircquetas.

6. El método de acuerdo con la reivindicacidén 5, donde
la infeccién comprende Neisseria, Mycob¥cterium, Staphylococcus

y Haemophilus.

1. El métedo de acuerdo con la reivindicacién 6, donde
la infeccibdn comprende Neisseria meningitidis, Mycobacterium
tuberculosis, Mycobacterium leprae, Staphylococcus aureus,

Staphylococcus epidermidis, o Haemophilus influenzae.

8. El método de zcuerde con la reivindicacién 4, donde

le agente patdgenc exhibe resistencia a antibiéticos.
.ﬂ‘\

9. El método de acuerde con la reivindicacién 8, donde
la resistencia a antibiéticos se selecciona del grupo formado
por resistencia a meticilina, resistencia a glucopéptidos,
resistencia a tetraciclinas, resistencia a oxitetraciclina,
resistencia a doxiciclina; resistencia a clortetraciclina,
resistencia a mnminocic¢lina, regsistencia a glicilciclina,
resistencia a cefalosporinas, resistencia a ciprofloxacina,

resistencia a nitrofurantoina, resiste?cia a trimetoprima-
.--‘
sulfas, resistencia a piperacilila/tazobactam, resistencia a

moxifloxacina, resistencia a wvancomicina, resistencia a
teicoplanina, resistencia a ©penicilina y resistencia a

macrdlidos.

;oo"‘
5
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10. El método de acuerdeo con la zreivindicacién 9, donde
o |
T
la resistencia a glucopéptido resistencia a vancomicina.
11. El método de acuerdo con la reivindicacién 5, donde
el agente patdédgeno se selecciona del grupo formado por

Staphylococcus auresus, Staphylococcus epidermidis,

Streptococcus pneumonias, o Streptococcus pyogenes.

12. El método de acuerdo con la reivindicacién 11, donde
la infeccidn comprende Staphylococcus aureus.

.o

13, E1 métocdo de acuerdo con la reivindicacién 12, donde
el Staphylococcus aursus exnibe resistencia a antibidtices
seleccionada del grupec formado por resistencia a glucopéptido,
resistencia a tetraciclina, resistencia a minociclina,
resistencia a meticilina, resigtencia a vancomicina Yy
resistencia a un antibiético de glicilciclina distinto de

tigeciclina.

14. El método de zcuerdec con la reivindicacidén 5, donde
|

la infeccidn comprende Acinetobacter baumannii.

15. El1 método de acuerdo con la reivindicacién 14, donde
Acinetobacter baumanii exhibe resistencia a antibiético
seleccionada del grupo formado por resistencia a cefalesporina,

resistencia a ciprofloxacina, resistencia a nitrofurantoina,

@e}y\\
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resistencia

a trimetoprima-sulfas, Y resistencia a

piperacilina/tazobactam.

la

el

la

la

la

la

la

16, E1
infeccidn
17. E1

método de acuerdo con la reivindicaciédn 5, donde

comprende Mycobacterium abscessus.

método de acuerdo con la reivindicacién 16, donde

Mycobacterium abscessus exhibe resisfencia a moxifloxacina.
]

lg. El

infeccibn

19. El

infeccidn

20. El

infeccién

21. El

infeccién

22. El

infeccién

o Rickettsia

la

23. El
infececidbn
24. Un

articular o

método de acuerdoe con la reivindicacién 5, donde

comprende Haemophilus influenzae.

método de acuerdo con la reivindicacién 5, donde

comprende Enterococcus faecium.

método de acuerdo con la reivindicacién 5, donde

comprende Escherichia coli.

método de acuerdo con la ‘teivindicacién 5, donde

comprende Neisseria gonorrhoeae.

método de acuerdo con la reivindicacién 5, donde
comprende Rickettsia prcwazekii, Rickettsia typhi

rickettsii.

métcdo de acuerdo con la reivindicacién 4, donde

causa osteomielitis.

método para el tratami&nto de una infeccién

una infeccién de los tejidos circundantes de 1la
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articulacién en un mamifero, que comprends la administracién al
mamifero de una cantidad farmacoldgicamente efectiva de

tigeciclina.

. b
25. El método de acuerdo con la'! reivindicacién 1 que,
ademds, comprende la administracién de un agente antimicrobiano
seleccionado del grupo formado por rifamicina, rifampicina,

rifapentina, rifaximira ¢ estreptovaricina.

26. El método de acuerdo con la reivindicacidén 25, donde

al agente antimicrobiano es rifampicina.

27. El método de acuerdo con la reivindicacidén 24, 25 o
26, donde la infeccién comprende 'q?‘ agente patégenc ase
selecciona del grupoe formade por baterias gramnegativas,
bacterias grampositivas, bacterias anaerobias y bacterias

aerobios.

28. El método de acuerdo con la reivindicacién 27, donde
el agente patégeno se seleccicna del grupo formado por
Staphylococcus, Acinetobacter, Mycobacterium, Haemophilus,
Salmonella, Streptococcus, Entercobacteriaceae, Enterococcus,
Escherichia, Pseudomonas, Neisseria, _qukettsia, Pneumococci,
Prevotella, Peptostreprococci, Bacteroides Legionella,
estreptococo beta-hemolitico, eatreptococos grupo B Y

espiroguetas.
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29. El método da acuerdo con la ;p%vindicacién 28, donde
. }
la infeccién comprende Neisseria, Mycobacterium,

Staphylococcus, y Haemophilus.

30. El método de acuerdo con la reivindicacién 29, donde
la infeccién comprende Neisseria meningitidis, Mycobacterium
tuberculosis, Mycobacterium leprae, Staphylococcus aureus,

Staphylococcus epidermidis o Haemophilus influenzae.

31. El método de acuerdo con la reivindicacién 27, donde

el agente patégeno exhibe resistencia ajaﬁtibiéticos.

32. El método de acuerdo con la reivindicacién 31, donde
la resistencia a antibiéticos se selecciona del grupe formado
por resistencia a meticilina, resistencia a glucopéptido,
resistencia a tetraciclina, resistencia a oxitetraciclina,
resistencia a doxiciclina; resistencia a clortetraciclina,
regsistencia a minociclina, resistencia a glicilciclina,
resistencia a cefalosporina, resistencia a ciprofloxacina,
resistencia a nitrofurantoins, resibﬁeﬁcia a trimetoprima-
sulfas, resistencia a piperacilina/tazobactam, zresistencia a
moxifloxacina, resistencia a vancomicina, regsistencia a
teicoplanina, resistencia a penicilina y resistencia a

macrélidos.

33. El métodc de acuerdeo con la reivindicacién 32, donde

la resistencia a glucopéptido es resistencia a vancomicina.
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34. El método de acuerdo con la reivindicacidén 28, donde
el agente patégeno se selecciona del grupo formado por
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,

Streptococcus pneumoniae, ¢ Streptococcus pyogenes.

35. El método de acuerdo con la reivindicacién 34, donde

la infeccidn comprende Staphylococcus agr?us.
"y

36. El método de acuerdo con la reivindicacidn 35, donde

el Staphylococcus aureus exhibe resistencia a antibiético

seleccionada del grupo formado por resistencia a glucopéptido,

resistencia a tetraciclina, resistencia a minociclina,

resistencia a meticilina, resistencia a vancomicina y

resistencia a un antibiético glicileciclina distinto de

tigeciclina.

37. El método de acuerdo con la‘ fpivindicacién 28, donde

la infeccién comprende Acinetcbacter baumannii.

38. El método de acuerdo con la reivindicacién 37, donde
Acinetobacter baumanii exhibe resistencia a un antibidtice
seleccionado del grupc formado por resistencia a cefalosporina,
resistencia a ciprofloxacina, resistencia a nitrofurantoina,
resistencia a trimetoprima-sulfas, y resistencia a

piperacilina/tazobactam.
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39. El método da acuerdo con la reivindicacién 28, donde

la infeccidén comprende Mycobacterium abscessus.

40. El método de acuerdo con la reivindicacién 39, donde

.--!\

Mycobacterium abscessus exhibe resistencia a moxifloxacina.

41. El método de acuerdo con la reivindicacién 28, donde
la infeccidén comprende un agente patdgeno seleccionado del
grupc formado por Haemoghilus influenzae, Enterococcus faecium,
Escherichia coli, Neisseria gonorrhoeae, Rickettsia prowazekii,

Rickettsia typhi o Rickettsia rickettsii.

42. El método de acuerdo con la reivindicacidén 27, donde
la infeccién articular o 1la infeccién de los tejidos

circundantes a la articulacidn causan ertritis séptica.

43. El uso de una cantidad farmacolégicamente efectiva de
tigeciclina para el tratamiento de infecciones en hueso, médula

63ea o articulaciones en un mamifero.

44, El usc de una cantidad farmacolégicamente efectiva de
tigeciclina y un agente antimicrobiazno seleccionado del grupo
formado por rifamicina, rifampicina, rifapentina, rifaximina, o

- |

!
estreptovaricina para el tratamiento de infecciones de hueso,

médula 6sea o articulares en un mamifero.

45. El uso de una cantidad farmaceclégicamente efectiva de

tigeciclina para la fabricacidén de un medicamento para el
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tratamiento de infecciones de hueso, mé?ula 63ea o articulares

en un mamifero.

46. El usc de una cantidad farmacolégicamente efectiva de
tigeciclina y un agente antimicrobiano seleccionado del grupo
formado por rifamicina, rifampicina, =zifapentina, rifaximina, o
estreptovaricina para la elaboracién de un medicamento para el
tratamiento de infecciones de hueso, médula dsea o
articulaciones en un mamifero.

T |

47. El uso dJde las reivindicaciores 43 - 45, donde 1la

infeccién de hueso ¢ médula dsea causa osteomielitis.

48. El1 uso de las reivindicaciones 43 - 45, donde la
infeccién articular o la infeccibén de los tejidos circundantes

de la articulacién causa artritis séptica.

a
—
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RESUMEN

La presente invencién estd dirigida a un método para el
tratamiento de infecciones de hueso o médula ésea, infeccidbdn de
la articulacidén o infeccidn de los tejidos circundantes a la
articulacidén por la administracién del antibidtico tigeciclina
sola o en combinacidn con un antibiéticf,de rifamicina. En una
realizacién de preferencia, la infeccién de hueso o de médula
6sea causa osteomielitis. En otra realizacién, la infeccién
articular o infeccién de 1los cteiidos circundantes causa
artritis séptica. La invencién también estd dirigida a la
fabricacién de un medicamento para el tratamiento de
infecciones de hueso y/o médula ¢ésea, ¢ infecciones articulares
y/o infecciones en los tejidos circundantes a la articulacién

con tigeciclina sola o en combinacién con rifampicina.

v
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Figora 3
Recuperacién de MRSA de estudio de osteomielilis en conejo
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INFORME DE BOSQUEDA INTERNACIONAL

Soclicitud Internacional No. PCT/US2004/028980

A. Clasificacién de la Materia:

IPC 7: A61K31/496 A61P19/02 A61F31/04 A61P31/6€5

De acuerdo con la Clasificaci¢én Internacional de Patentes (IPC)
o con la clasificacién nacional e IPC.

B. Campos de Bilisqueda: g

Documentacién minima buscada (sistema de clasificacién seguido
por simboles de clasificaciédn)

IPC 7 BA61K

Documentacién buscada ademds de la documentacié4n minima en la
medida en que tales documentos estdn incluidos en los campos de
bisqueda:

Base de datos electrébdnica consultag% ydurante la busqueda
internacional (nombre de la base de datos y, s8si es posible,
términos de blisqueda usados):

EPC~Internal, WPI Data, CHEM ABS Data, BIOSIS
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C. Documentecs Considerados Relevantes

Categoria* [ Cita de documentso, indicando, |Relevante para la
si corresponde, los pasajes |reivindicacién N°
relevantes

Y NORDEN C W ET AL: “Chronic|1-23, 43-47
staphylococcal ostecmieiiifb:
treatment with regimens
containing rifampin”
REVIEWS OF INFECTIQUS DISEASES.
JULIO-AGOSTO 1983, vol. 5
Suplemento 3, julio 1583 (07-
1983), paginas §$495-58501,
XP00S0411854. SIN: 0162-088€.
Tabla 1 e \

Y WO 03/005971 A (PARATEK | 1-23, 43-47

PHARMACEUTICALS INC) 23 de
enero de 2003 (23-01-2003) .
Pagina 110; ejemplc DZ

Pdgina 98, linea 10 - linea 31
Ejemplo 24

Reivindicacién 3

Pagina 100; ejemplo A

o".‘

[x] Se mencionan otros documentos en la

Casillero C.

continuacién del

[x] Se mencionan miembkros de familia de patente en el anexo.

722

’bbo\
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* Categorias especiales de documentos citados:

“A”: documento que define el estado general del arte que no se

. \
considera de particular relevancia ‘

“E”: documento anterior perc publicado en la fecha de
presentacién internacional o con posterioridad a ella.

“L”: documento que puede arrojar dudas sobre la reivindicacién
de prioridad ¢ Jue se cita para establecer la fecha de
publicacién de otra «cita o por otra razétn especial
{especificada).

“0”: documentc gque refiere a una revelacién oral, uso,
exhibicién u otrc medio. !

YP¥: documento publicado antes de la fecha de presentacién
internacional perc ¢on posterioridad a la fecha de prioridad
reivindicada.

“T¥: deccumento posterior publicado con posterioridad a la fecha
de presentacidén internacional o a la fecha de prioridad y que
no estd en conflicto con 1la solicitud pero citado para
comprender un principio o teoria que sustenta la invencién.

"X”: documentc de particular relfyﬁncia: la invencién
reivindicada no puede considerarse‘ nieva o© no puede
considerarse que implica un paso inventivo cuando el documento
se toma solo.

“Y”: documento de particular relevancia: la invencién

reivindicada no puede considerarse que implica wun paso

inventivo cuando el documento se combina con otro u otros
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documentos, siendo dicha combinacién obvia para un experto en
el arte.

“&”: documento miembro de la misma familia de patentes.

Fecha de la finalizacién efectiva de la bisqueda internacional:
21 de diciembre de 2004

Fecha de envio del informe de blaqueda internacional: 1-07-2005
Nombre y domicilio para correspondencia de la ISA

Oficina de Patentes Europea, P.B. 5819_%a;entlaan 2

NL-2280 HV Rijswijk

Tel: (31-70) 340-2040. Tx 31 651 epo nl

Fax: (31-70) 340-301le

Funcionarioc autorizado: Giacobbe, S

Formulario PCT/ISA/210 (pagina dos) (enerc de 2004)

INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud internacional N°: PCT/US2004/028980

: = 3

C. (Continuacién) Documentos Consideradcs Relevantes

Categoria* |Cita de documento, indicando, |Relevante para la

si corresponde, loa pasajes | reivindicacién N°®

relevantes
Y MERCIER RENEE-CLAUGDE ET AL: 1-48
“Antimicrcbial activity of

tigecycline (GAR-936) against

Enterococcus faecium and

.-‘I\
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Staphylococcus aureus used
alone and in combination.”
PHARMACOTHERAPY, vol.22, N°12,
diciembre 2002 (12-2002),
padginas 1517-1523, XPOOQQQ%QB4
ISSN: 0277-00038

Tabla 1

Tabla 2

Pagina 1520, cclvemna 2, linea 9
- linea il

Padgina 1521, columna 2, linea
12 - linea 14

Pagina 1522, columna 1, dltimo
parrafo ) 1\
WO L02/102384 {(GARDNER REBECCR;
ORTHOGENICS AS (NO); EL-GEWELY
MOERMED RAARFAT (NO)} 27 de
diciembre de 2002 (27-12-2002)
Reivindicaciones 1-5

PATEL R ET AL: *In vitro
acrivity of GAR-936 against
vancomycin-risistant 1 !
enterococci, methicillin-

resistant Staphylococcus aureus

24-46,

1-48

48




Staphylococcus aureus used
alone and in combination.”
PHARMACOTHERAPY, vol.22, N°1l2,
diciembre 2002 {12-2002),
péginas 1517-1523, XPOOQQQ%QB4
ISSN: 0277-0008

Tabla 1

Tabla 2

Pidgina 1520, cclumna 2, linea 9
-~ linea 11

Pagina 1521, columna 2, linea
12 - linea 14

Pagina 1522, columna 1, dltimo
parrafo 1
WO L02/102384 (GARDNER REBECCA;
ORTHOGENICS AS (NQO); EL-GEWELY
MOHAMED RAAFAT (NO)) 27 de
diciembre de 2002 (27-12-2002)
Reivindicaciones 1-5

PATEL R ET AL: ™“In vitro
activity of GAR-936 against
vancomycin-risistant o
enterococci, methicillin~

regsigtant Staphylococcus aureus

24_46,

1-48

48
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of penicillin-resistant
Streptococcus pneumoniae”
DIAGNOSTIC  MICROBIOLOGY * “j AND
INFECTIOUS DISEASE, NOV. 2000,
Vol. 38, N°3, Noviembre 2000
{11-2000), paginas 177-173,
XP0062311637

ISSN: (0732-8893

El documento completo

2IMMERLI W ET AL: “Role of
rifampin for treatment - Pf
orthopedic implant-reiated
stapylococcal infections: a

randomized controlled trial.
Foreign-Body infection (FBI)
Study Group.”

JAMA ¢ THE JOURNAL oF THE
AMERICAN MEDICAL ASSOCIATION.
20 de mayo de 1998,

Vol. 279, N°19, 20 de mayd \de
1998 (20-05-1998), paginas
1537-1541, XP005041853

ISSN: 0098-748B4

El documento complieto

1-48

P26
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!
LEW D P ET AL: “Osteomyelitis”

THE NEW 2Z=ALAND JOURNAL OF
MEDICINE. 3 de abril de 1597,
vol. 336, N°14, 3 de abril de
1997 (3-04-1997), paginas 999-
1007, XP005041924

ISSN: 0028-4793

Tabla 1

1-23, 43-47

INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional N° PCT/US2004/028480

C. (Continuacién) Documentos Considerados Relevantes

Categoria* [Cita de documentoc, indicando, |Relevante para la
8i corresponde, los pasajes|reivindicacién N°
relevantes

Y VARIDS: ™“The Merck Index, 7th| 1-48
Ed.” 1999, MERCK RE$E?RFH
LABORATORIES WHITEHOUSE
STATION, NJ, ESTADOS UNIDOS,

XP002311638
pdgina 455 - pagina 460
P, ¥ WO 03/099217 A (ACTIVBIOTICS | 1-48

INC) 4 de diciembre de 2003 (4-

12-2003)1

752
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Reivindicaciones 1, 8
Pidgina 6, linea 20 - pégina 7,

linea 21

INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL
Solicitud Internacional N° PCT/US2004/0289E0

.1 \
Casillero N° II. Observaciones cuando ciertas reivindicaciones
se consideraron no buscables (Continuacién del punto 2 de la
pagina 1).
Este Informe de Blsqueda Internacional no se ha establecido con
respecto a ciertas reivindicaciones conforme a la Cléusula
17(2) {a) por los siguientes motivos:
1. [x] Reivindicaciones N°:
porgue se relacionan con un objeto '5hé no se requiere gque
busque esta Autoridad, a saber:
Aunque las reivindicaciones 1-44, 47 y 48 se refieren a un
método de tratamiento del cuerpo humano/animal, la bisqueda se
ha realizado y basadoc en 1los supuestos efectos del

compuesto/composicidn.

2. [] Reivindicaciones N°:

.-‘l

porque se relacionan con partes de la solicitud internacional

gue no cumplen con los requisitos establecidos en tal magnitud
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que no se puede realizar una bisqueda significativa,

especificamente:

3. [] Reivindicaciones N°:
porque son reivindicaciones dependientes y no estidn redactadas

de acuerdc con la segunda y tercera oracicnes de la Norma

6.4(a).

Casillero N° 1III. Observaciones cuando falta unidad de
invencién (Continuacién del punto 3 de La pégina 1)

La Autoridad de Bisqueda Internacional encontré varias
invenciones en esta solicitud internacional, a saber:

Véase la pagina adicional

1. [] Como todos los aranceles de bhlsqueda adicionales se
pagaron oportunamente por el solicitante, este informe de
bisqueda internaciosnal abarca todas las reivindicaciones
buscables.

2. [] Como las reivindicaciones buscablgs pudieron buscarse sin
esfuerzo que justifique un arancel adicional, esta Autoridad no
intima al pago de ningfn arancel adicional.

3. [] Como ninguno de los aranceles de bisqueda adicionales
requeridos se pagaron opcrtunamente por el 2olicitante, este
informe de busqueda internacicnal abarca solamente agquellas
reivindicaciones para las cuales se pagaron aranceles,

especificamente las reivindicaciones N°:
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4. [] E1 solicitante no pagd ninguno de los aranceles de
bisqueda adicionales. En consecuencia, este informe de bisqueda
internacional se limita a la invencién mencicnada en primer
lugar en 1las reivindicaciones; estd abarcada por 1las
reivindicaciones N°:

Observacién Bajo Protesta:

[] Los aranceles de blaqueda adicionales estuvieron acompafiados
por el protesto del solicitante )

[] Ningin protesto acompafid el pago de los aranceles de
bisqueda adicionales.

Formulario PCT/ISA/210Q {continuacién de la pdgina 1 {2)) (enero

de 2004)

INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL
Informacién sobre miembros de familia de patentes

Solicitud Internacional N° PCT/US2004/028980

Documento de Fecha de Miembro(s) de Fecha de
patente citado Publicacién framilia de Publicacién
en informe de patentes
bisqueda
WO 03005971 A |23-01-2003 EP 140L8987 A2 |21-04-2004
WO 030005971 A2|23-01-2003
US2004L263674A1 1-04-2004
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WO 02102384 A

27-12-2002

CA 2456685 Al

EP 1401448 Al

WO 02102384 Al

U5200423€074 Al

27-12-2002

31-03-2004

27-12-2002

25-11-2004

WO 03099217 A

4-12-2003

WO 0351599 A2
WO 03051300 A2
WO 03099217 22
052004014742 Al
Us2004014750 Al
US2003236265 A2

052004077533 Al

26-06-2003

26-06-2003

4-12-2003

22-01-2004

22-01-2004

25-12-2003

22-04-2004

Formulario PCT/ISA/210 (anexo de familia de pat¥ntes)

{enero de 2004)



SOLICITUD PCT

772

Original (para PRESENTACION)

Para uso exclusivo de la
Oficina receptora

Solicitud Internacional N°

0-2

Fecha de Presentacidén

Internacional

0-3

Nombre de la Cficina
receptora y “Solicitud

Internacional PCT”

Formulario - PCT/RO/101
Solicitud PCT

Preparade usando

PCT-EASY Versién 3.50

(Build 0002.162)

Pedido

El abajo firmante solicita
que la presente solicitud
internacional pueda ser
procesada de acuerdo con
el Tratado de Cooperacidn

en Materia de Patentes

0-6

QOficina Receptora
(especificada por el

solicitante)

Oficina de Patentes y
Marcas de Estados Unidos

(USPTO) (RO/US)
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0-7 Referencia de archivo del 01855.185
Solicitante o agente
I Titulo de la invencién USO DE TIGECICLINA SOLA O
EN COMBINACION CON
RIFAMPICINA PARA TRATAR LA
wOSTEOMIELITIS Y/O LA
ARTRITIS SEPTICA
II Solicitante: o
I1-1 Esta persona es: s6lo solicitante
II-2 Solicitante para todos los Estados
designados excepto Estados
Unidos
IT-4 Nombre WYETH
I1-5 Domicilio: Five Giralda Farms
ﬁMadison, New Jersey 07940
Estados Unidos
IT-6 Estado de Nacionalidad Estados Unidos
IT-7 Estado de residencia Estados Unidos
ITI-1 Solicitante y/o inventor
III-1-1 |Esta persona es: sélo solicitante
III-1-2 | Solicitante para: todos los estados
designados excepto Estados
T.Unidos
ITII-1-4 |Nombre CONSEJO DE REGENTES, THE




7y
P

201 West 7™ Street

UNIVERSITY OF TEXAS SYSTEM

III-1-5 |Domicilio "AuStin, Texas 78701
IEstados Unidos
Estados Unidos
IIT-1-6 |Estadco de Nacionalidad Estados Unidos
III-1-7 |Estado de residencia
III-2 Solicitante y/o inventor
III-2-1 |Esta persona es: sélo inventor
III-2-4 Nombre (APELLIDO, Nombre) TESTA, Raymond Thomas
ITII-2-5 |[Domicilio 55 Rockledge Place
'Cedar Drive, New Jersey
07009 Estados Unidos
III-3 Solicitante y/o inventor
IITI-3-1 |Esta persona es: sb6lo inventor
III-3-4 Nombre (APELLIDO, Nombre) CALHOUN, Jason
III-3-5 |Domicilio Departamento de Cirugia
Ortopédica Universidad de
Missouri
1One Hospital Drive
Suite MC213
Columbia, Missouri 65212
Estados Unidos
IXI-4 Solicitante y/o inventor
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III-4-1 |Esta persona es: .sélo inventor (fallecido)

IT1-4-4 Nombre (APELLIDO, Nombre) MADER, Jon T.

Iv-1 Agente o representante
legal; o domicilio para
correspondencia

Por la presente se designa | agente
a la persona identificada
abajo para que actie en
nombre del solicitante(s)
ante las Autoridades
Internacionales
competentes como:

Iv-1-1 Nombre (APELLIDO, Primer LAVENUE, Teresa A.

Nombre)

IV-1-2 Domicilic KENYON & KENYON

1500 K Street, N.W. Suite
_.700, Washington, DC 20005-

1257
Estados Unidos

Iv-1-3 N°® telefénico {202) 220-4200

IV-1-4 N° de fax (202) 220-4201

Iv-1-5 Correo electrobénico tlavenuefkenyon.com

IV-1-6 Inscripcién de Agene N° 47.737

IvV-2 Agente(s) Adicional Agente(s) adicional con el




%

57

Iv-2-1

Nombre(s)

+ (33.538); TSEVDOS,

mismo domicilio que el
agente nombrado en primer
lugar
ALI, Zeba (51.3192):
MELORO, Thomas J.

Estelle
J. (31.145); GALBRAITH,
James (28.509); WALLACE,
W. David (42.210);
MCCARTHY, Neil M.
{(43.435); ZIKER, Dana

{54.567)

DESIGNACIONES

La presentacidén de esta
solicitud constituye
conforme a la Norma
4.9(a), la designacién de
todos los Estados
Firmantes obligados por el
PCT en la fecha de
presentacidn
internacional, para el

otorgamiento de todo tipo

de proteccidn existente y

T

lAP: GH GM KE LS MW MZ SD
SL SZ TZ UG ZW

Yy cualquier otro Estado
que sea un Estado Firmante
del Protocolo de Harare y
del PCT

EA: AM AZ BY KG KZ MD RU
TJ TM y cualquier otro

Estado sea un Estado

fFirmante de la Convencién

de Patentes Europea y del
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cuando corresponda, para
la concesién de patentes

regionales y nacionales

VI-1 Reivindicacién de
prioridad de la solicitud
nacional anterior
VI-1-1 Fecha de presentacion 5 de septiembre de 2003
{5-09-2003)
VI-1-2 Namero 60/500.474
VI-1-3 Pais Estados Unidos
VI-2 Reivindicacién de 1
prioridad de la solicitud
nacional anterior
VI-2-1 Fecha de presentacién 3 de septiembre de 2004
(3-09-2004)
Vi-2-2 Ndamero
VI-2-3 Pais Estados Unidos
VI-6 Solicitud de documento de

prioridad

Se solicita a la Oficina
receptora que prepare y
remita a la Oficina
Internacional una copia

certificada de la

VI-1, VI-2




solicitud(es) anterior
identificada anteriormente

como punto(s):

VII-1 Autoridad de Busqueda Oficina de Patentes
Internacional Elegida Europea (EPC) (ISA/EP)
VIII Declaraciones Juradas Cantidad de
declaraciones
juradas
VIII-1 Declaracidén Jurada en e

cuanto a la identidad del

inventor

VIII-2 Declaracién Jurada en -
cuanto al derecho del
sclicitante, en la fecha
de presentacién
internacional, de

presentar y que se le

»
—_—

conceda una patente




VIII-3

VIII-4

VIII-5

Declaracidén Jurada en
cuanto al derecho del
solicitante, en la fecha
de presentacién
internacional, de
reivindicar la prioridad

de la solicitud anterior

Declaracién Jurada de
cardcter de inventor
(solamente para los fines
de la designacién de

Estados Unidos)

Declaracién Jurada en
cuanto a invenciones no
perjudiciales o
excepciones de falta de

novedad

IX

IX-1

IX-2

Lista de Verificacién

nimero de

paginas

archivo
electrénio

adjunto

Sclicitud (que incluye
pdginas de declaracién

jurada)

K}

Memoria Descriptiva

52




IX-3 Reivindicaciones 5 -
IX-4 Resumen 1 3
IX-5 Dibujos 17 -
IX-7 TOTAL 70
Elementos que se acompaiflan | documento(s) archivo(s)
en papel eletrdnico
adjunto adjunto
IX-8 Planilla de calculo de 3 -
arancel
IX-17 Medios Fisicos PCT-SAFE - 3
IX-18 Otro __Recibo de
entrega en
mano
IX-18 Otro remisién
IX-18 Otro: Tarjeta de N°
de acta
antarior con
franqueo
IX-19 L&mina de los dibujos que 3
debera acompaflar al i
resumen
IX-19 Idioma de presentacién de ingiés
la solicitud internacional
X-1 Firma del solicitante o [firma]
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ageente
X-1-1 Nombre ALI, Zeba
X-1-2 Aclaracién de firma
X-1-3 Carécter
PARA USO EXCLUSIVO DE LA OFICINA RECEPTORA
10-1 Fecha de la recepcién real
de la solicitud
internacional 1
10-2 Dibujos: ‘
10-2-1 Recibidos
10-2-2 No recibidos
10-3 Fecha de recepcién real
corregida debido a
documentos o dibujos
racibidos mas tarde pero
oportunamente que
completan la solicitud de T
patente
10-4 Fecha de recepcidn
oportuna de las
correcciones requeridas de
acuerdo con la Cléusula de
PCT 11(2)
10-6 Autoridad de Busqueda ISA/EP

.
-
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Internacional
10-6 Remisién de copia demorada

hasta que se abone el

arancel de blsqueda
PARA USO EXCLUSIVO DE LA OFICINA INTERNACIONAL
11-1 Fecha de recepcidn de la

copia de archivo por la

Oficina Internacional

-
-
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TRATADC DE COOPERACION EN MATERIA DE PATENTES
PCT "

ACUSE DE RETIBO DE COPIA DE ARCHIVO

(PCT, Norma 24.2(a))

De: Oficina Internacional

Fara: LAVENUE, Teresa A.

KENYON & KENYON

1560 X Street, N.W.

Suite 700

Washington, DC 20005-12517

Estados Unidosa

Fecha de envio (dia,mes,afio): 22 de octubre de 2004 (22-10-
2004)

NOTIFICACION IMPORTANTE

Referencia de archivo de Solicitante o agente: 01855.185
Solicitud Internacional No: PCT/US2004/028980

Por la presente se notifica ai solicitante que la Oficina
Internacional ha recibide la copia del registro de presentacidn
de la solicitud internacional segin el siguiente detalle.
Nombre (s) del{os) Solicitante(s):

WYETH et al (para todos los Estados designados excepto Estacos
Unidos)

Fecha de presentacién internscional: 7 de septiembre de 2004

(7-09-2C04)
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Fecha de Pricridad reivindicada: 5 de septiembre de 2003 (5-09-
2003); 3 de septiembre de 2004 (3-09-2004)

Fecha de recepcién de la copia del registro de presentacién
por la Oficina Internacional: 11 de octubre de 2004 (11-10-
2004)

Lista de Oficinas designadas:

AP: BW,GH,GM,KE,LS,MW, M2, NA, SD, 5L, €2, TZ, UG, ZM, ZW

EA: AM,AZ,BY,KG,K3,MD,RU,TJ,TM i

EP: AT,BE,BG,CH,CY,CZ2,DE, DK, EE,ES, FI, FR,GB,GR, HU, IE,IT,LU,MC,
NL, PL, PT, RO, SE, SI,SK,TR

OA: BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,CN,GQ,GW,ML,MR,NE, SN, TD, TG

Nacional:

AE,AG, AL, AM, AT, AU, AZ,BA, BE, BG, BR, BW, BY, BZ, CA,CH, CN, CO,
CR,CU0,CZ,DE, DK, DM, DZ, EC, EE, ES, FI,GB, GD, GE, GH, GM, HR, HU, 1D, IL,
IN,I1S,JP,XE,KG,KR,X2,LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN, MW,
MX,MZ,NI,NO,NZ,0M, PG, PH, PL, PT, RO, RU;SC, SD, SE, SG, SK, SL, SY, TJ,
TM, TN, TR, TT,TZ,UA, UG,US,UZ,VC, VN, YU, 2A, 2M, ZW

La Oficina Receptora cerrd para actividades el 6 de septiembre
de 2004 (6-09-2004)

La Oficina Internacional de la WIPO, 34, chemin Cdes
Colombettes, 1211 Ginebra 20, Suiza. Fax (41-22)338-89.70
Funcionario autorizado: Ryad BENTOBBAL (Fax 338-8970)

Tel. (41-22)338-9272

Formulario PCT/IB/301 (enero de 2004)
f-‘ 1]
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PCT/US2004/028980
TRATADO DE COOPERACION EN MATERIA DE PATENTES
PCT. NOTIFICACION SOBRE PRESENTACION O REMISION DE DOCUMENTOS
DE PRIORIDAD

{Instrucciones Administrativas”hel PCT, Articulo 4il)}

De la OFICINA INTERNACIONAL
Para: LAVENUE, Teresa A.
KENYON & KENYON

1500 K Street, N.W.

Suite 700

Washington, DC 20005-1257

Estados Unidos -

NOTIFICACION IMPORTANTE

Fecha de envic {dia/mes/afic): 26 de noviembre de 2004 (26-11-
2004)

Referencia de archivo del Solicitante o Agente: 01855.185
Solicitud Internacional No.: PCT/US2004/028380

Fecha de Presentacidén Internacional: 7 de septiembre de 2004
{7-09-2004)

Fecha de Publicacidn Internacional:-ti

Fecha de Prioridad: 5 de septiembre de 2003 (5-09-2003)

Sclicitante: WYETH et al
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1. Por medio de este Formularic, que reemplaza a tcda
notificacidén emitida previamence referida a la presentacidén o
remisién de documentos de prioridad, el solicitante por la
presente queda notificadec de 1la fecha de recepcién del
documento de prioridad por la Oficina Internacional en relacién
con todas las solicitudes anteriores cuya prioridad se
reivindica. A menos que se indique lo contrario con las letras
“NR”, en la columna de la derecha, © con un asterisco gue
aparece junto & 1la fecha de recepcién, el documento de
prioridad referide se presentd 'P' remitié a 1la Oficina

Internacional en cumplimiento de la Norma 17.1{a) o (b).

2. (Si corresponde) Las letras “NR” que aparecen en la columna
de la derecha indican un documento de prioridad que, a la fecha
de remisién de este formulario, no habia sido recibido aun por
la ©Oficina Internacional ccnforme a la Norma 17.1{(a) o (b).
Cuando, conforme a la Norma 17.l1l(a), el documento de prioridad
deba ser presentado pcr el sclicitante ante la Oficina
receptora o la Oficina Internacioﬁéi, pero el scolicitante no
presente el documento de prioridad dentro del plazo aplicable
conforme a esa Norma, se 1llama la atencidén del solicitante
hacia la Norma 17.1(¢) que establece que ninguna Oficina

designada podr& pasar pcr alto la reivindicacién de prioridad

referida antes de dar &1 =olicitante la oportunidad, al entrar
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en la fase nacional, de presentar el documento de prioridad
dentro de tn plazo que sea razonable en las circunstancias.

3. (Si corresponde) Un asterisco(*) que aparece junto a la
fecha de recepcién, en la columna de la derecha, indica un
documento de prioridad presentado o remitido a la Oficina
Internacional pero no en cumplimiento de la Norma 17.1(a) o (b)
(el documento de prioridad fue reg}yido con posterioridad al
plazo establecido en la Norma 17.1(;) o el pedido de preparar y
remitir el documento de prioridad se presentdé ante la Oficina
receptora con posterioridad al plazo aplicable conforme a la
Norma 17.1(b)). AGn cuando el documento de prioridad no se
presentd en cumplimiento con la Norma 17.1(a) o (b}, la Oficina
Internacional remitird una copia del documento a las Oficinas
designadas, para su consideracién. En caso de que esa copia no
sea aceptada por la Oficina designada com¢ documento de
priocridad, la Norma 17.1{c) establece gque ninguna Oficina
designada podri pasar por alto la reivindicacién de prioridad
referida antes de dar al Solicitante la oportunidad, al entrar

en la fase nacional, de presentar el documento de prioridad

dentro de un plazo que sea razonable en las circunstancias.

Fecha de la solicitud: 5 de septiembre de 2003 {5-09-2003
Solicitud de Prioridad N°: 60/500.474
Pais u Oficina Regional u Oficinawneceptora de PCT: Estados

Unidos
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Fecha de recepci#é¢n del documento de prioridad: 11 de octubre de

2004 (11-10-2004)

La Oficina Internacional de la WIPO, 34, chemin des
Colombettes, 1211 Ginebra 20, Suiza} Fax: (41-22) 338.14.35
Funcionarico autorizado: Wimmer Peter

Teléfono N° (41-22) 338-8570

Fax: (41-22) 338-98%9¢6

Formulario PCT/IB/304 (enero de 2004)

L
—
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TRATADC DE COOPERACION EN MATERIA DE PATENTES
PCT
INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

(Cldusuia 18 y Normas 43 y 44 del PCT)

Referencia de Archivo del Solicitante o agente: 01855.185

PARA REALIZAR OTROS TRAMITES: Véase Notificacién de Transmisidn
de Informe de Biusqueda Internacional (Formulario PCT/ISA/220;
y, si fuere aplicable, del punto 5 mas abajo.

Solicitud Internacional No: PCT/US2(04/028980

Techa de Presentacién Internacicnal {dia/mes/afio): 7/09/2004
Fecha de Prioridad {Mas antigra) (dia/mes/afio): 5/09/2003

Solicitante: WYETH

Este informe de bilisqueda internacional ha sido preparado por
esta Autoridad de Bilisqueda Internacional y es transmitido al
sclicitante conferme a laz Clédusula 18. Se transmite una copia

del mismo a la Oficina Internacional.‘

Este informe de btisqueda internacional consta de 6 paginas.
ix]l Est& acompafiado asimismo de una copia de cada documento de

arte previc citadec en el informe

v
—
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1. Fundamentoc de Informe
a. Con respecto al idioma, la busqueda internacional se llevd a
cabo basada en la solicitud internacional en el idioma en gque
ésta se presentd, a menocs gque en este punto se indique 1lo
contrario.
| 1 la blsgueda internacional se llevé a cabo basada en una
traduccién de 1la solicitud interpacional provista a esta
Autoridad (Ncrma 23.1(b)).
b. Con respectoc a cualguier secuencia de nucledétidos y/o
amincAcidcs revelada en la solicitud internacional, véase el
Casillero N° I
2. [x] Ciertas reivindicaciones se consideraron nc¢ buscables
(Véase Casillero N°® TI)
3. {] Falta Unidad de Invencién (Véase Casilleroc N°® II).
4. Con respecto al titulo:
.o

[#*] el texto se aprueba gal como lo presentd el

solicitante

{] el texto ha sido establecido vor esta Autoridad ccmo

sigue:

5. Con respecto al resumen:
[x] el texto es aprobado como lo presentd el solicitante
[] el texto ha sido establecido, conforme a la Norma
38.2(b), por esta Autoridad c¥md aparece en el Casillero

N® IV. El Solicitante puede, dentro de un mes desde la
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fecha de remisién de este informe de Dbiiscgueda

internacional, presentar comentarios ante esta Autoridad.

6. Con respecto a los dibujos,
S5 a. La Lamina de dibujos que se pdﬁficaré con el resumen es:
Figura No. __
[] sugerida por el Sclicitante
[] seleccionada por esta Autoridad, debidoe a que el
Solicitante no sugirié una rFigura.
10 (] seleccionad por esta Autoridad, debido a que esta
figura caracteriza mejor a la invencién
b. [x] No se debe publicar ninguna de las figuras con el
resumen. -

\
Formularic PCT/ISA/210 (pAgina 1) (enero de 2004)

a
-y}

»
—
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INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Lo
Solicitud Internacional Xo. PCT/US2004/028980

A. Clasificacibédn de la Materia:
IPC 7: RA61K31/496 A61P19/02 A61P31/04 A61P31/65
De acuerdo con la Clasificaciédn Internacional de Patentes (IPC)

o0 con la clasificacidn nacional e IEC.

B. Campos de Bilsqueda:

Dccumentacién minima buscada fsisteTa.de clasificacidén seguido
por simbolos de clasificacidn)

IPC 7 RA61K

Documentacidén buscada ademids de la documentacién minima en la
medida en que tales documentos estidn incluidos en los campos de

blisqueda:

Base de datos electrénica consultada durante la busqgueda

internacional (nombre de la base de datos y, si es posible,
-1 1
términos de bilisqueda usados): '

EPO-Internal, WPI Data, CHEM ABS Data, BIOSIS

-
—
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C. Documentcs Ccnsiderados Relievantes

Categoria* |Cita de deocumenteo, indicando, |Relevante para la

si corresponde, los pasajes | reivindicacién N°

relevantes

Y NORDEN € W ET AL: ™“Chronic|1l-23, 43-47 !
staphylococcal osteomielitis: i
treatment with .{egimens '

containing rifampin”

REVIEWS OF INTECTIOUS DISEASES.
JULIO-AGOSTO 1983, vol. 5
Suplemente 3, 3julio 1983 (07-
1983), paginas $495-5501,
XP009041iLB54. SIN: 0162-0886.
Tabla 1 !
Y WO 037005971 A (PARATEK | 1-23, 43-47
PHARMACEUTICALS INC)..1£3 de
enero de 2003 (23-01-2003).
BPsgina 110; ejemplo DZ

PaAgina 98, linea 10 - linea 31

Ejemplo 24

Reivindicacién 3

Pagina 100; ejemplo A |

[x] Se mencionan otros documentos en la continuacién cdel

Casillero C.

3

{x] Se mencionan miembros de familia de patente en el anexo.
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* Categorias especiales de documentos citados:

“A": documento que define el estado general del arte que no se
considera de particular relevancia

“E”: documenteo anterior pero ?Ep}icado en la fecha de
presentacidén internacional o con po;terioridad a ella.

“L”: documento gque puede arrcjar dudas sobre la reivindicacidn
de prioridad © que se cita para establecer la fecha de
publicacién de otra «cita o por otra razbédn especial
{especificada).

“O"”: documento que refiere a una revelacidn oral, uso,
exhibicién u otro medio.

“P”: documento publicado antes de la fecha de presentacidn
internacional peroc con posterioridgd‘a la fecha de prioricad
reivindicada.

“T'%: documento posterior publicado con posterioridad a la fecha
de presentacibén internacicnal o a la fecha de prioridad y gue
no estd en conflicto con 1la solicitud pero citado para
comprender un principio o teoria que sustenta la invencidn.
S documento de particular relevancia: la invencidn
reivindicada no ©puede considerarse nueva © ne puede
considerarse que implica un paso infantivo cuando el documento
se toma sclo.

“Y”: documento de particular relevancia: la invencidn
reivindicada no puede considerarse gque implica un paso

inventivo cuando el documento se combina con otro u otros
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documentcos, siendo dicha combinaciépiobvia para un experto en
el arte.
“&”: documento miembro de la misma familia de patentes.
Fecha de la finalizacidén efectiva de la biisqueda internacional:
21 de diciembre de 2004
Fecha de envio del informe de bllsqueda internacional: 1-07-2005
Nombre y domicilic para correspondencia de la ISA
Oficina de Patentes Europea, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL-2280 HV Rijswiijk
Ce
Tel: (31-70) 340-2040. Tx 31 &51 epJ nl
Fax: (31-70) 340-301¢

Funcionaric autorizado: Giacobbe, S

Formulario PCT/ISA/210 (pé&gina dos) (enero de 2004}

INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL
Solicitud internacionali N°: PCT/US2004/0289B0

C. (Continuacién) Documentos Considerados Relevantes

Categoria* |Cita de documento, iﬁﬁfcando, Relevante para la

si correspocnde, los pasajes |reivindicacién N°

relevantes
Y MERCIER RENEE-CLAUDE ET AL: 1-48
“*Antimicrobial activity of

tigecycline (GAR-936) against

Enterococcus faecium and




e

o

Staphylococcus aureus used
alone and in combinaticn.”
PHARMACOTHERAPY, vol.22, MN°12,
diciembre 23002 (12-2002),
pidginas 1517-1523, XP009041B84
ISSN: 0277-0008 o
Tabla 1

Tabla 2

Pagina 1520, columna 2, linea 9
— linea 11

Padgina 1521, c¢olumna 2, 1linea
12 - linea 14

P&gina 1522, columna 1, Wultimo
parrafo

WO L02/192384 {GARDNEﬁ-EEEECCA;
ORTHOGENICS AS (NO); EL-GEWELY
MOHAMED RAAFAT (NO) ) 27 de
diciembre de 2002 (27-12-2002)
Reivindicaciones 1-5

PATEL R ET AL: *In vitro
activity of GAR-9%36 against
vancomycin-risistant
entarococci, meth}dillin-

resistant Staphylococcus aureus

.
—

24-46, 48

1-48




of penicillin-resistant
Streptococcus pneumoniae”
DIAGNOSTIC MICROBIOLOGY AND
-
INFECTIOUS DISEASE, NOV.!2000,
Vol. 38, N°3, Noviembre 2000
(11-2000), paginas 177-179,
XP002311637
ISSN: 0732-8893
El documento completo
ZIMMERLI W ET AL: “Role of
rifampin for treatment of
orthopedic implantirelated
stapylococcal infections: a
randomized controlled trial.
Foreign-Body infection (FBI)
Study Group.”
JAMA : THE JOURNAL OoF THE
AMERICAN MEDICAL ASSOCIATION.
20 de mayc de 1998,
Vol. 279, N°19, 20 de mayo de
1998 (20-05-1998), lpéginas
1537-1541, XP009041853
ISSN: 0098-7484

El documento completo

-
——

1-48
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b4 LEW D P ET AL: “Osteomyelitis”

1007, XP002041924
ISSN: 0028-4793

Tabla 1

MEDICINE. 3 de abril de

THE NEW ZERLAND JOURNAL OF

1997,

vol. 336, N?2i4, 3 de abril de

1997 (3-04-1997), péginas 999-

1-23, 43-47

INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional N® PCT/USZ004/028980

C. {(Continuacidn) Documentos Considerados Relevantes

Categoria* |Cita de documento,

indicando,

Relevante para la

si corresponde, los pasajes |reivindicacién N°
relevantes l
Y VARIOS: “The Merck Index, 7th|1-48
Ed.” 1999, MERCK _,?ESEARCH
LABORATORIES WHITEHOUSE
STATION, NJ, ESTADOS UNIDOS,
XP002311638 i
pagina 455 - paAgina 460
P, ¥ WO 03/099217 A (ACTIVBIOTICS | 1-48

12-2003)1

INC) 4 de diciembre de 2003 (4-
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Reivindicaciones 1, 8
Piagina €, linea 20 - pé&gina 7,

linea 21

INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional N*© PCT/US2Dq4i028980

Casillero N° II. Observaciones cuandc ciertas reivindicaciones
se consideraron no buscakles {(Continuacidén del punto 2 de la
pagina 1}.
Este Informe de Busqueda Internacicnal no se ha establecido con
respecto a ciertas reivindicaciones conforme a la Cliusula
17(2) {a) por los siguientes mctivos:
1. [x] Reivindicacionesa N°:

I |
porque se relacionan con un objet; que no s8Se requiere aque
busque esta Autoridad, a saber:
Aunque las reivindicaciones 1-44, 47 y 48 se refieren a un
método de tratamiento del cuerpo humano/animal, la bGsqueda se
ha realizado y basado en los supuestos efectos del
compuesto/composicidn.

"~

2. [] Reivindicaciones N°:

. T |

i
porque se relacicnan con partes de la solicitud internacional

que no cumplen con los requisitos establecidos en tal magnitud
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que no se puede realizar una blisqueda significativa,

especificamente:

3. [] Reivindicaciones N°:
porque son reivindicaciones dependientes y no estén redactadas

de acuerdo con la segunda y tercera oraciones de la Norma

6.4(a).

Casillero N°® III. Observaciocnes cuandoe falta wunidad de
invencidén (Continuacién del punto 3 de la pagina 1)

La Autoridad de Bisgueda Internacional encontrdé varias
invenciones en esta solicitud inter&a;ional, a saber:

Véase la pé&gina adicional

1. [] Como todos los aranceles de bisqueda adicicnales se
pagaron oportunamernte por el scolicitante, este informe de
blisqueda internacional abarca todas las reivindicaciones
buscables.

2. [} Como las reivindicaciones buscables pudieron buscarse sin
esfuerzo que justifique un arancel adicional, esta Autoridad no
intima al pago de ningin arancel adiicional.

3. [} Comeo ninguno de los aranceles de blsqueda adicionales
requeridos se pagaron oporiunamente por el solicitante, este
informe de bilisqueda internacional abarca solamente aquellas
reivindicacicnes para las cuales se pagaron aranceles,

especificamente las reivindicaciones N°:
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4. [] El sclicitante no pagd ninguno de los aranceles de
bisqueda adicionales. En consecuencia, este informe de busqueda
internacional se limita a la invencién mencionada en primer
lugar en 1las reivindicaciones; est4d abarcada por 1las
reivindicacionas N°:

Observacién Bajo Protesta:

[1 Los aranceles de bisqueda adicionales estuvieron acompafiados
por €l protesto del sclicitante

[] Ningtin protesto acompaild el"gabo de los aranceles de
blsqueda adicionales.

Formulario PCT/ISA/210 (continuacién de la pagina 1 (2)) (enerc

de 2004)

INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL
Informacién sobre miembros de familia de patentes
Solicitud Internacional N° PCT/US2004/028980

o
i

Documento de Fecha de Miembro(s) de Fecha de !
patente citado Publicacién familia de Publicacién
en informe de patentes

bisqueda
WO 03005971 A |23-01-2003 EP 140L8987 A2 |[21-04-2004
WO 030005971 A2|23-01-2003
| US2004L063674A1(1-04-2004
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AO(«

WO 02102384 A

27-12-2002

CA 2456685 Al

EP 1401448 Al

WO 02102384 Al

US2004236074 Al

27-12-2002

31-03-2004

27-12-2002

25-11-2004

WO 03099217 A

4-12-2003

WO 0351295 A2
we' 03051300 A2
WO 03099217 A2
US2004014749 Al
US2004014750 Al
US2003236265 A2

Us2004077533 Al

26-06-2003

26-06-2003

4-12-2003

22-01-2004

22-01-2004

25-12-2003

22-04-2004

Formularlc PCT/ISA/210 (anexo de familia de vatentes)

(enexo de 2004)
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TRATADO DE COOPERACION EN MATERIA DE PATENTES
PCT
OPINION ESCRITA DE LA AUTORIDAD. qE‘IBﬁSQ'U!DA INTERNACIONAL
(Norma 43bis.l del PCT)
De la Autoridad de Bisgueda Internacional

Para: Véase el formulario PCT/ISA/220

Fecha de remisidén (dia/mes/afio): véase formulario PCT/ISA/210
{(pdgina 2)
Referencia de archivo del Solicitante o del agente: véase el

formulario PCT/ISA/220

\
PRRA OTRAS MEDIDAS. Véase el punto 2 a continuacién

Solicitud Internacional N° PCT/US2004/028980

Fecha de presentacidédn internacional (dia/mes/ano): 7-09-2004
Fecha de la prioridad (dia/mes/aifio): 5-~09-2003

Clasificacitn Internacional de Patente (IPC) o tanto
clasificacién nacional como IPC: R61K31/496, A61P19/02,
A61P31/04, A61P31/65

Solicitante: WYETH

1. Es=ta opinidén escrita contiene indicaciones relacionadas con
los siguientes puntos:
[x] Casillerc N° I. Fundamentoc del informe

[X] Casillero N°® II. Prioridad

X
-
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[X] Casillerc N° III. No establecimiento de opinién sobre la
novedad, paso inventivo y aplicabilidad industrial
[] Casillero N°® IV. Falta de unidad de invencién
[x] Casillero N°® V. Declaracién fundamentada conforme a la
Clausula 35(2) sobre la novedad, paso inventivo o aplicabilidad
industrial; citas y explicaciones gque fundamentan dicha
declaracién.
[X] Casillero N°® VI. Ciertos document?s citados
[1 Casillero N°® VII. Ciertos -;efectos en la solicitud
internaciocnal

[] Casillerc N® VIII. Ciertas Observaciones sobre la solicitud

internacional

2. OTRAS MEDIDAS

Si se presenta un pedido de informe preliminar internacional,
esta opinién se considerard come la opinién escrita de la
Autoridad de Examen de Btisqueda Infletnacional (“IPEA¥) excepto
gque ésta no corresponda cuando el solicitante elige una
Autoridad diferente de ésta para que sea la IPEA y la IPEA
elegida ha notificado a ia Oficina Internacional conforme a la
Norma 66.lbis(b) que la opinidn escrita de esta Autoridad de

Bisqueda Internacional no se considerard asi.

Si esta opinidn, proporcionada anteriormente, se considera la

opinién escrita de 1la 1IPEA, se_ %nvita al solicitante a
"9
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presentar ante la IPEA una contestacién escrita ijunto con,
cuando corresponda, enmiendas, con anterioridad al vencimierto
de tres meses desde la fecha de la remisién del Formularioc
PCT/ISA/220 o con anterioridad al vencimiento de 22 meses desde
la fecha de la prioridad, la que sea pcsterior.

. '
Para miAs opcisnes, véase el Formula;io PCT/ISA/220.

2. Para mis detalles, véase las notas al Formulario PCT/ISA/220
Nombre y domicilio de la ISA:

Oficina de Patentes Europea

D-80298 Munich

Tel 45-89 2399-0 Tx: 523656 spmu d

Fa: 49-89 2399 - 4465

»
-

Funcicnario autorizado: Giacobbe, S.
Teléfono: 49-39-2399-6463

Oficina de Patentes Europea

Formulario (PCT/ISA/237) (Cardtula) (enero de 2004)

. w5
g
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OPINION ESCRITA DE LA AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL
Solicitud Internacional_ N® PCT/US2004/028980

Y TR |

Casillero N? I. Fundamento de esta opiniédn.

1. Con respectc al idioma, esta opinién se ha establecido
basada en la solicitud internacicnal en el idioma en que se

presentd, a menos gque se indique de otro modo en este punto.

[] Esta opinién ss ha establecido basada en la traduccién del

idioma original al siguiente idioma.. , que es el idioma
—_

de la traduccidén provista para los propésitos de la bisqueda

internacional (conforme a las Normas 12.3 y 23.1(b)} del PFCT).

2. Con respecto a todas las secuencias de nucleétidos y/o
aminodcidos que se describen en la solicitud internacional y
gue son necesarias para la invencidén reivindicada, esta opinién
se ha establecido basada en:

a. tipo de material:

[] un listado de secuencias

[] tabla(s) relacionada(s) con el listado de secuencias

b. fcrmatoc del material

[] en formato escrito

[] en forma legible por computadora



c. fecha de presentacién/provisidn
[] contenida en la solicitud internacional presentada
[1 presentada junto con la sclicitud internacional en forma
legible por computadora
5 [l presentada con posterioridad ante esta Autoridad con

propdsitos de bisqueda.

3. [] Adem&s, en caso de que se haya 'Dresentadc o provisto mas
de una versién o copia de un listado de secuencias y/o una
10 tabla relacionada con €1, se presentaron las declaraciones
requeridas de gue 1la informacidén de las copias posteriores o
adicionales es idéntica a aquella de la solicitud presentada o

no va mas allid de la solicitud presentada, segin corresponda.

15 4, Declaraciones adicionales
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OPINION ESCRITA DE LA AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL
Solicitud Internacional N° PCT/USZ004/028980

Casillero N° II. Prioridad

1. [x] No se provisto el siguiente documento:

[x] copia de la solicitud anterior cuya prioridad se ha
reivindicade {Norma 43bis.l y 55.7(a)).

[1 traduccién de la solicitud anterior cuya pricridad se ha
reivindicado (Norma 43bis.l y 66.7(b)).

En consecuencia no ha sido posible considerar la validez de la
reivindicacién de prioridad. Esta opinién de todos modos se ha
establecido sobre la suposicién de gue la fecha relevante es la

fecha de prioridad reivindicada.

T |

}
2. [] Esta opinién se ha establecido comc si no se hubiera

reivindicado ninguna prioridad debido al hecho de gque la
reivindicacién de prioridad se ha considerado no valida (Normas
43bis.1 y 64.1). Por lo tanto para los propésitoas de esta
opinién, la fecha de presentacidén internacional indicada

anteriormente se considera como la fecha relevante.

3. {1 No ha sido posible considerar la validez de 1la
A ]

reivindicacién de prioridad porque nlo estd disponible una copia

del documento de prioridad para Estados Unidos a la fecha en

gue se realizd la busqueda (Norma 17.1). Esta opinién de todos

[
w—

Z

I
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modos se ha estaclecido sobre la suposicién de que la fecha

.. .\
relevante es la fecha de prioridad ﬁrecedente.
4, Observaciones adicionales, si es necesarioc:

OPINION ESCRITA DE LA AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacicnal N°® PCT/US2004/028980

Casillero N° 1III. No establecimientc de opinién scbre 1la

novedad, paso inventivo y aplicabilipad industrial

Las cuestiones sobre si 1la invencién reivindicada parece
novedosa, involucra un paso inventivo (no es obvia) o es

aplicable industrialmente nc se han examinado con respecto a:

[1 1la solicitud internacional completa

[x] las reivindicaciones N° 1-44, 47, 48 (solamente IA)

porgque:
[x] la solicitud mencicnada, o las reivindicaciones mencionadas
N° 1-44, 47, 48 se relacionan con la siguiente materia que no
requiere un examen preliminar internacional (especifique):
véase la pagina aparte

[} la descripcién, las reivindicaciones o los dibujos (indigue

los elementos particulares a continuacién) Q las
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reivindicaciones menciosnadas N° 1 (en parte) son tan poco
claras gque nrc se puede formar una opinién sensata
{especifique):
[ las reivindicaciones, ¢ las reivindicaciones mencionadas N°
____ estdn tan insuficientemente sostenidas por la descripcién
que no se pudo formar ninguna opinién sensata.

P
[x] no se ha establecido ningin informe de bilsqueda
internacional para ias reivindicacionz2s mencionadas N°
[] el listado de secuencias de nucleétidos y/o aminoadcidos no
cumple con la norma establecida en el Anexo C de las
Instrucciones Administrativas en que:
la forma escrita [] no se ha proviato

[] no cumple con la norma

la forma legible por computadora [Jﬁn? se ha provisto

[] no cumple con la norma
[l las tablas relacicnadas corn el listade de secuencias de
nucledtidos y/o aminoidcidos, si estd solamente en forma legible
por computadora, no cumplen con los requisitos técnicos
establecides en el Anex¢ C-bis de las Instrucciones
Administrativas.

[] Véase la pagina aparte para mas detalles.

TR |
Formulario PCT/ISA/237 (eneroc de 2&04)

Y
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OPINION ESCRITA TE LA AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional N® PCT/US2004/028980

Casillero N° V. Declaracién fundamgﬂtqda conforme a la Cliusula
35(2) schre 1la novedad, pasc inventivo o aplicabilidad
indusatrial; citas y explicacicnes que fundamentan dicha
declaracién.
1. Declaracién
Novedad (N) Si Reivindicaciones 1-48
No Reivindicaciones
Paso Inventivo {IS) Si Reivindicaciones
No Reivindicaciones 1-48
Aplicabilidad industrial (iId) Si héi;indicaciones 45, 46
No Reivindicaciones 1-44, 47,48

2. Citas y Explicaciones:

véase la pagina aparte

Casillero N® VI. Ciertos documentos citados

1. Ciertos documentes publicados (Normas 43bis.l y 70.10Q)
y/o

2. Descripciones no escritas {Norma# 43bis.l y 70.9)

véase el formulario 210

Formulario PCT/ISA/227 (enero de 2004)
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OPINION ESCRITA DE LA AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL
L I |
|
(PAGINA APARTE)

Solicitud Internacional N° PCT/US2004/028980

1. Seccién IIT

Las reivindicaciones 1-44, 47 y 48 se refieren a un método de
tratamiento del cuerpeo humanc/animal mediante terapia. Esta
Autoridad considera que esa materia estd abarcada por las
disposiciones de la Norma 67.1{(iv) del PCT y en consecuencia,
no se formularé ninguna opinién coh1réspecto a la aplicabilidad
industrial de la materia de estas reivindicaciones (Clausula
34(4) (a) (I! del PCT). Sin embargo, se formular4d una opinidén con
respecto a la novedad y al paso inventivo basado en los

supuestos efectos de los compuestos/composiciones.

2. Seccién V

2.1 Documentos Citados

Los siguientes documentos (D) se _citan en esta Opinidén; la
\

numeracidén se mantendri en el resto del procedimiento.

Dl: NORDEN C W ET AL: "“Chronic staphylococcal osteomielitis:
treatment with regimens containing rifampin.” REVIEWS OF
INFECTIOUS DISEASES. 1983, vol. 5 Suplementc 3, 1983, paginas

5495-5501, XP009041854.

-
—
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D2: WO 03/005971 A (PARATEK PHARMACTUTICALS INC) 23 de enexo de
2003

D3: MERCIER RENEE-CLAUDE ET AL: “Antimicrobial activity of
tigecycline {GAR-936) against Enterococcus faecium and
Staphylococcus aureus used alone and ir combination.”
PHARMACOTHERAPY, vol.22(12), 2002, paginas 1517-1523,
XP0090416884 o

D4: WO 02/102384 (GARDNER REBECCA; ORTHOGENICS AS (NO); EL-
GEWELY MOHAMED RAAFAT (NO!} 27 de diciembre de 2002

D5: PATEL R ET AL: “In vitro activity of GAR-936 against
vancomycin-risistant enterococci, methicillin-resistant
Staphylococcus aureus of penicillin-resistant Streptococcus
pneumcniae.” DIAGNOSTIC MICROBIOLOGY AND INFECTIOUS DISEASE,
Vol. 38(3), 2000, pAginas 177-179, XP002311637

DE: ZIMMERLI W ET AL: “Role of rifampin for treatment of
orthopedic implant-related stéé}lbcoccal infections: a
randomized controlled trial. Foreign-Body infection (FBI} Study
Group.” JAMA, Vol. 279(19), 1998, paginas 1537-1541,
XP009041853

D7: LEW D P ET AL: “Osteomielitis.” THE NEW ZEALAND JOURNAL OF
MEDICINE. 3 de abril de 1997, vol. 336(14), paginas 999-1007,
XP009041924

DB: VARIOS: “The Merck Index, 7th Ed.” 1999, MERCK RESEARCH

LABORATORIES WHITEHOUSE STATIGN; ' NJ, ESTADOS UNIDOS,

XP002311638

-t
—
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A menos que sSe indique de otrc modo en adelante se hace

referencia a lo= pasajes citados en el Informe de Biisqueda.

2.2 El arte previo

.ﬂi\
D1l: El decumento describe el tratamiento de osteomielitis con
una combinacién de rifampicina v doxiciclina, una tetraciclina

gue pertenece a la misma clase que tigeciclina.

D2: El documentc describe tigeciclina lcome un agente
antibacteriano. Se describe que la mclécula tiene actividad en
un modelo de osteoporosis artritica y contra S. aureus y E.
coli y se reivindica contra osteoa¢ritis y osteomielitis. El
documento ademds describe el uso de doxiciclina (ejemplo A en

la Tabla 3) con los mismos fines.

D3: El documento describe la actividad de tigeciclina vy
rifampicina como agentes antibacterianos, solos o en
combinacién. En particular se dice que "“las bacterias
resistentes a multidrogas, que incluyen aislados resistentes a

doxiciclina, fueron susceptibles a tigeciclina” (cf. Resumen)

."-“

D4: E1l documento revela gque doxiciclina se usa para el

tratamiento de ostecartrirtis.

v
Afb\
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D5: El documento deacribe la actividad de tigeciclina (GAR-
1936) contra entacococces resistenpgfta vancomicina, S. aureus
resistente a meticilina y S. ©pneumoniae resistente a

penicilina.

Dé: El1 documento describe el tratamiento de osteomielitis
causada por infecciones con S.aureus después de la implantacién
de dispositivos ortopédicos con flucoxacilina/rifampicina o
vanconicina/rifampicina seguido por terapia prolongada con

ciproflozacirna/rifampicina.

.
et

D7: El documento proporciona una lista de los microorganismos

causantes de osteomielitis mAs comunes.

D8: El1 documento enumera las bacterias que mas cominmente
provocan artritis infecciosa (es decir, artritis séptical y
osteomielitis. S.aureus estd entre ellas, pero se describen la
mayor parte de las bacterias reivindicadas actualmente.

| \
2.3 Clausula 33(2) de PCT (Novedad)

La materia de las reievindicaciones 1-48 de la presente
solicitud cumple con los requisitos de la Clausula 33(2) del

PCT.
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Ninguno de los documentos citados describe el tratamiento de
infecciones de huesos ¢ articulaciones, y en particular de
osteomielitis o de artritis séptica, con tigeciclina, sola o en

combinacién con un segundo agente antibiético como rifampicina.

En particular el documento D2 describe el uso de un largo
listado de compuestos para el tratamiento de numerosos listacdos
diferentes de enfermedades no .ﬁeﬂacionadas. La presente
invencién se considera una seleccidn novedosa comparada con la

invencién de D2 basado en el principic los dos listados.

2.4 Clausula 33(3) del PCT (Paso Inventivo)

La materia de las reivindicaciones 1-48 de la presente
solicitud no cumple con los requisitos de la Cléusula 33(3) cel
PCT

El Documentc D1 describe 2]l tratamientc de osteomielitis con

.o

una combinacién de doxiciclina y rff;mpicina, mientras que D4
muestra el uso de 1la primera scla. El problema técnico
enfrentado por el experto a la luz de esate documento se puede
formular comc “cébmo encontrar un {ratamiento diferente,
posiblemente mejor, de cstecmielitis”. La solucidn propuesta

por la presente solicitud es la sustitucién de doxiciclina por

tigeciclina.

.
—
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El Documento D2 muestra y reivindica la actividad de
doxiciclina y de tigeciclina (ambas solas) en el tratamiento
entre otras de osteomielitis, en parte debido a su actividad
(mostrada) contra infecciones con S. aureus, que se muestra en
los documentcs D7 y D8 que es una de las principales causas de
osteomielitis y artritis séptica. El1 documento D5 ademas
muestra la actividad de tigeciclina contra infecciones de MRSA,
y el documento D3 muestra que tige-iciclina es activa tambi&n
contra aislados resistentes a doxiciclina de S5.aureus. A partir
de este volumen de informacién el experto en el arte puede
deducir que tigeciclina es un candidato ideal para sustituir a
doxiciclina en el tratamiento de osteomielitis y artritis
séptica, ya que no solamente se demuestra que lo hace en el
documentoc D2, sino también porque posee propiedades que pueden
hacerlo mejor gue esta UGltima. No se puede reconocer ningin

paso inventivo en estas circunstancias.
2.5 Clausula 33(4) del PCT (Aplicabilidad Industrial)

Como se dijo anteriormente, no se da ninguna opinién scbre la
cuestién de si las presentes reivindicaciones 1-44, 47 y 48 son
industrialmente aplicables ya que su paténtabilidad depende
enetre otros de su formulacién asi comc de leyes nacionales y
regionales y el PCT no brinda ningin criterio unificador en

este campo.

50

y{
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3. Seccién VI

Otros documentos citados (Norma 70.10 del PCT)

Patente niimero Fecha de Fecha de Fecha de
presentacidn prioridad publicacién
W003/099217 22-05~-2003 23-05-2002 4-12-2003

El documento describe el tratamiento de infecciones bacterianas
con un antibiético rifampicina combinado con un segundo
antibidético, que puede ser tigeciclina.

Formularic PCT/Pagina separada/237 (pagina 4) (EPO-enero 2004)



