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FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE
PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL Q5 -04-- Ok
1. SOLICITUD DE:
[XJpatente de invphcisn [ _Jratente de Modeio de Utilidad
/ :
[XTJcapituio 1 [Jcepituio
Nombre: 1.- WYETH | IDENTIFICACION
2. 2.- BOARD OF REGENTS, THE UNIVERSITY
OF TEXAS §
1.- Five Giralds Farms, Madison, Nueva Jersey
2.- 201 Wast 7 th Strest, Austin, Texas
SOLICITANTE Inacionstidad o Domicito: ce[] o[ ]
1.~ Nueva Jersey 07940, EE.UU.,
{M) 2- Austin, Texas, 78701, EE.UU
Luger de Constitucion:  1.- DELAWARE, EE.UU. Cuet
2.- AUSTIN, TEXAS. |
eléfono Fax Namero:
E-mail:
Nombre: CARLOS ORLANDO MAYA IDENTIFICACION
3. RODRIGUEZ
Direccion:  Cr. 13 A No 28-38, Mz 2 ce[] w[]
REPRESENTANTE |Bufete 245. Parque Central Bavarla
O APODERADO ce[] om[]
Telforo 3419841  Fax 3368892 Cunl

jﬂﬁmam: 17.147.818 TP: 17.402

JE—mail: net.co
1.- TESTA, Resymond Thomes
4, Nombras:  2.- CALHOUN, Jason

3.- MADER, Jon T. {Fallecido)

JIHVENTDR(ES) 1.- 55 Rockiedge Place, Codar Grove, NJ 07009, EE.UU
(72) Direcciér.  2.-One Hospital Drive, Suite MC213, Columbia, MO 85212, EE.UU.
3.- (Fallecido)
Nacionalidad o Domicilio:
CIUDADANOS DE EE.UU.
5. PCT (08)
Solicitud internacional No. PCTRIS2004/026980 Fecha: 07 de sept. 2004
Publicacidn intermacional No. WO 2005/023263 A1 Fecha: 17 de Marzo 2006
6. Thulo (54}

USO DE TIGECICLINA SOLA O EN COMBINACION CON RIFAMPICINA
PARA TRATAR LA OSTEOMIELITIS Y/O LA ARTRITIS SEPTICA

7. Ciasificacionintemacional (51)  Agy K 3" fyge 3 Ap P "1.213'2:;;{

[(33) Pais de Origen |
8. Prioridad BE. 00
EE.UU
st [XIno[]
9. ComprobantedepagoNo. — ~ 035742 Fecha Abrl 63 de 208

FIRMA: - V‘VVLUV‘V -~
cC. 17417818 TP 17.4027
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

. . DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
(21) N* de solicitd: {51) It Ci
27) Fecha de solictud: 03-04-2008 (71)Solicktanie(s) 1. WYETH
2.- BOARD OF REGENTS, THE UNIVERSITY
(30) Prioides  (31) No.Priodided 32) Fecha  (33) Puis OF TEXAS SYSTENS
sl 80/500.474 050072003 EU
10033455 0N08/2004 (72) Inveniorfes)  1.- TESTA, Raymond Thomas
2.- CALHOUN, Jason

3.- MADER, Jon T. (Faflecido)
{74) Apoderado:  CARLOS ORLANDO MAYA RODRIGUEZ

(85)  Fecha imiie inicio fase nacionak: (87 Publicacin inlemacional
(86)  Dalos relatvos ala preseniacidn de la solicitud PCT Fecha: Fecha 17032003
Fecha da presentacion de la solicihud: ~ Fechs 07/02/2004 N° publicacione WO 2005023283 A1

No. de soficiud PCTIUS2004/028980

(4 Thio SO DE TIGECICLINA SOLA O EN COMBINACION CON RIFAMPICINA
PARA TRATAR LA OSTEOMIELITIS Y/O LA ARTRITIS SEPTICA

Reivindicacion{es):
1.Un método para el tratamiento de una infeccién en huesc o médula

6sea en un mamifero, que comprende la administracién al mamifero de

una cantidad farmacoldgicamente efectiva de tigeciclina.




SUPERINTEMDENCIA DE IMDUSTRIA Y COMERCIO

HIT @ B800174089-2
BUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
-00000-0000 Fec: 2006-04-04 135036

RECIBO OFICIAL DE CAJA : 06 - 25,42 Dup. 2020 NUBGREAGION
FECHA + ABRIL 3 DE 2004 Tre: 11 PATENTENU &m FASENACIONALI
Act 411 PREERNTACION Foline- 258
Hikt CONGSIGNACION rnd
DEFOSITANTE TIPD PABD BAHCY CUENTA ¥o. PABD FECKA P&0 Vr. PABD
CARLOS TAMAYD Y ASOCIADOSCCNSIGNACION  BANCO POPULAR  050-00110-5 271391254 0350472008 1,773,006.00

it C 0O N CE P T O KL

CANT. RENTISTICO CONCEPTO TOTAL CONCEPTO
{ 50005-01-01 5OLICITUDES 1 TRAAITES BE S0L. DE PATENTE DE IN $563,000.00
TOTAL =« L] 4563,000.00

SOM: CUATROCIENTOS SESENTA Y TRES HIL PESOS

RESPONSABLE :
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APOSTILLE
{Convention de La Haye du & octobre 1961)

\

. Country : United Stated Of America
. This public document has been signed by JUDITH A JOHNSTON
. acting in the capacity of NOTARY PUBLIC

1
2
3
‘ bears the seal/stamp JUDITH A JOHNSTON, NOTARY PUBLIC, MONTGOMERY COUNTY, COMMONWEALTH OF PENNSYLVANIA

Certified
L at Harrisburg, Pennsylvania - 6. The 1st day of March, 2005
7. by Pedro A. Carts, Secretary of the Commonwealth of Pennsylvania

8. No: 200606728

9. Seal/Stamp - 10. Signature

@.—Au—; 0\- Qb-...-h'.s

Pedro A. Cortés
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DANIEL G_YTIA - PATENTS & TRADEMARKS
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Power of Attorney
‘The undersigned (1)

| WYETH

Residing at {2)
Five Giralda Farms, Madison, NJ 07940-0874, US
bereby grants to DANIEL GOYTIA

residing in Buenos Aires, Asgentina

full and ample power of attomney to represent him (it) and
to apply to the proper nationsl authorities, either
administrative or judiciary for

Patents, Trademarks, Models, Designs and their
Renewals

and to carry out all the necessary stepa to protect our rights,
to which effect they are empowered to take all necessary
steps beforc the said npational euthoritics, either
administrative and/or judicial, for the aforementioned
purpoaes, including to file petitions, arguments oppositions,
proteats, appeals and cleims, to waive, scitlc and
compromise; to accept assigmments and transfers; to apply
for cettified copy; to receive documents and other valusble
things; to prove workings; to collect monies; to sign public
and private inatruments and deeds; to either waive or not at
their discretion the right of resorting to court proceedings;
to do all and whatever shall be peceasary before any
uational judicis) and/or administrative suthoritics to protect
the constituent's interests, cither as plaintiff or defendant,
with power to subatitute this instrument and to revoke such
gubstitution. It being understood that the abuve powers
enumerated in this mandate arc merely exemplifying and
not limitative of other powers and therefore the attorneys-
in-fact are suthorized to excrcise without any restriction
whatgoever, all the rights granted by Law or emerging from
it or which, may be a consequence of the objects of this
mandate and whether this be under legislation at present in
force or legislation which may be promulgated in the
future.

Dnled 3)
l/ Of February

ALEJANDRO M. LIPORACE\

Poder

El sbajo firmamte (1)
WYETH

Domicilisdo en (2)
Five Giralda Farms, Madison, NJ 07940-0874, EEUU

por el pregsente otorga 8 DANIEL GOYTIA

domiciliado en Buenos Aires, Argentina

poder amplio y suficiente para recabar de las autoridades
nacionsles que corresponda, sean ¢stas sdministrativas y/o
judiciales, Is obtencidn de

Patentes, Marcas, Modelos, Diseilos y sus renovaclones

y realizar todos los tramites conducentes parm proteger los
derechos de la mandante, a cuyo efecto, los faculta para
efectuar  ante  dichas  autoridades  nacionales,
edministrativas  y/o judiciales, todos los tramites
necesarios 2 los objetos indicados; presentar solicitudes,
alegatos, opasiciones, protestas, apelaciones y demandas;
desistir, arreglar y tmnsigir; aceptar cesiones y
tranaferencias, solicitar testimonios, recibir documentos y
otroa valores; justificar explotaciones, cobrar y percibir;
firoar instrumentos piblicos, privados y escrituras
publm,punmmmcmomnh:guuonu]udmm y
hacer cuanto fuere necesario ante las sutoridades
nacionaieb, judiciales y/o administralives, sea como
dmndnnte o como demandado, pars proteger los
intereses del mandmte, con facultad de substituir este
instrumento y revocar tal substitucién. Se deja constancia
que las facultades emumeradas en este mandato, son
meramente ejemplificativas y no limitativas de otras
facultades implicitas, par cuyo motivo, loa mandatarios
quedan autorizados pars ejercer sin restriccién alguns
todos los derechos que acuerde ls ley que se relacionen
y/o emerjan y/o que sean consecuencis del objeto del
presente poder y ya sca cllo en mzén de Ia legislacién
vigente y/o de la legislacién que en el futuro se
promulgue,

de 20

Matrculn 3837
E4CRIBAND PUBLICO



CERTIFICADO NOTARIAL (CORPORACION)

ss:
Hoy /5 e Febrtro de20 0S5
comparecid £ )t tuonas, T. K-mqnim conozeo, quien luego de
prestar juremento debidamente, declard y dijo que & es =< re Lo
Ad juar de WyeTl,
|a compafin nombrada en el documento

que entecede, una corporaciém organizada conforme a las leyes
del Bstadode Do dacwnnio, ava

Estadode Nuvewa Jersey Ev
Legalmente constiluida para un perfodo de duracién que aldn no
ha terminado; que el declamnte esth amtorizado por dicha
compafiia para conferir este poder y que personalmente ha
firmado y estampado el sello de 1a compafiis al pie de dicho poder
cn nombre y repreacntacién de |a compafila mencionada.
El suscrito Nomario ha visto loy cetatutos de incorporacién
fimadosen Nveuvs york
de Nueva York
Con fecha 4 de ¢ b., 79 3fcertifica que de conformidad con ls
legistocién de dicho Estado la anterior declaracidn jurade es
pruebe suficiente de que los hechos sobre que ella versa-son
cierios © verdaderoa de lo cual da fe como wimismo de que e
compareciente finmd cste instrumento en su presencia.

Notary Public (Natario PUblico) ..........
CERTIFICADO NOTARIAL (INDIVIDUAL)
m

Alos  dies del mesde

20 comparecid

personalmente ante mi, Notario Piiblico en y por ¢l condado antey
citado,

8 quien(ca) doy fe de conocer y me consis que es(son) la(s)
pereona(s) descrita(s) y firmante(s) del documento que precede,
declarando mnte mi que otorga(n) el mismo para los fines y

domiciliada en la ciudad de M oal~30 h‘E

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

6%

Onthis  15th duyof February 2005
personally came William T. King

¥nown to me, who being by me duly swom did depose and say
thathcinthe Assistant Secretary

of Wyeth
the Company herein named, a Corporalion
organized under the laws of the Statc of Delaware, USA,

domiciled in the City of Madleson,

Stme of New Jersey,
United States of America
and legally comstituted for a period of tenure not yet expired,
furthermore thet the deponent is suthorized by said Company to
confer this Power of Atiorney, and that he personally has signed
and affixed the seal of the Corporstion a the foot of such power
of attomey in the name snd on behalf of the Corporation
mentioned.

The undersigned Notwry Public has seen the Articles of
Incorporation of sald Corporation executed in New York,

State of New York,

on (dat) February 4, 1926,
And bercby ceriifies thst under the laws of said State the
foregoing aclmowledgement i¢ » suficient proof that the facts
thersin contained are true, which he attests, as also that the
appearer signed this instrument in his presence.

day of
personally appesred before me, a Notary Public, in and
for the above mentioned county

to me known, and known ta me w be the person(s) described
herein, who executed the foregoing document, and duly
acknowledged to me that he(they) executed the same for the uses
and purpascs therein expressed. .

propisitos que en &) a2 expresan.
Notary Public (Notario Piblico)

CERTIFICADO NOTARIAL (INDIVIDUAL})
1S
Alos dissde] mesde
20 comparecid

personalmente anic mi, Notario Pablico en y por e condado antes
citado,

¢ quien{es) doy fc de conocer y me consta que u(son} In(s)
persona(s) descrita{s) y firmanie(s) del documento que precede,

pdsitos que en & se exp -t

NOTARIAL CERTIFICATE (INDIVIDUAL)
-4

On this day of

20 personally appeared before me, a Notery Public, in and
for the above mentioned county

to me known, and known to me to be the person(s) described
herein, who executed the foregoing document, and duly
ecknowledged to me that he(they) executed the same for the uses
and purposes therein expressed.

declamando ante mi que olorga(n) cl' miamo para los fings
. . gl

.

-~ —_ _‘._._
LALEJANDRO M. LIPORACE
Matrlcula 3837
ESCRIBANO PUBLICQ

-~ A



TRADUCCION, —~ e e e e e e e e b o

[Pagina 1] .-~ —m e e e
APOSTILLA . ~ == ==t m o e ot e e e e e e o e e e e ot e e
(Convenci6én de La Haya del 05 de octubre de 1961).-——-=~-——--
1. Pais: Estados Unidos de América.--------v--——-ew—r——ecm——owo-
2. Ei presente documento piblico ha sido firmado por Judith
A. Johnston---—==——me—cmecccma—— et
3. en su cardcter de NOTARIA PUBLICA-—~=-———m=-————=—————c———-
4, lleva el sello / la estampilla de JUDITH A. JOHNSTON,
NOTARIA PUBLICA, CONDADO DE MONTGOMERY, COMUNIDAD DE ESTADOS
DE PENNSYLVANIA [COMMONWEALTH OF PENNSYLVANIA]--——-=—————==—-
ha 8ido CERTIFICADO==——~==——m e e e e e e e e e
5. en Harrisburg, Pennsylvania—-t——-—-~———=————=———mmme————e -
6. el primero de marzo de 2005-—--———-~———m e
7. por Pedro A. Cortés, Secretario de la Comunidad de Estados
de Pennsylvanig--—-—--==—=me-mmme e m e m e e e e
8. con el ntimero 200506728.,-—===——=——mmmc e ————— e
9. Sello / estampilla: [Aparece una estampilla dorada que
reza:] SECRETARIA DE LA COMUNIDAD DE_ESTADOS DE PENNSYLVANIA.
10. Firma: [Aparece una firma ilegible debajo de la cual se
lee:] Pedro A. Cortés,—————=———reememe e e e

[PAgina 2] .——————=——m e e

DANIEL GOYTIA -NPAFEMTSMY, MARCAS . ———=--——~——-—=———omeeT -
PRl . W
“:“é NAMAS

]

LEJANDROQ M. LIPORACE }

A Matricula 36837
ESCRIDANG PUBLICO



[Aparece un Poder redactadoe en dos idiomas: inglés vy
espafiol] .--—————=—~-=———— e

Fechado (3): el 15 de febrero de 2005.~-——————"—-"——

(4) [Aparece una firma ilegible debajo de la cual se lee:]
William T. King, Secretario Asistente.---———————cmcecceecnacw--
{l) Nombre del solicitante; (2} Domicilio del solicitante;
(3) Fecha; (4) Firma del solicitante.---—-—————-——————-cc-—-
***l,a vigencia del presente documento es retroactiva al 26 de
enero de 2004***  ——— e ————_————
[PAgina 3] .~—~~=———— e e
[Aparece una Certificacién Notarial redactada en dos idiomas:
inglés y espafol] .-————————mmmmrmm e e
[Al pie de la certificaci6n notarial se lee:]--———---——-——--—=
Notario Publico [Aparece una firma ilegible y a su derecha un
sello que reza:] SELLO NOTARIAL - JUDITH A. JOHNSTON, Notaria
Pdblica - Upper Providence Twp., Condado de Montgomery. Mi
mandato concluye el 12 de septiembre de 2006.,———--—-———-—-——-

[Aparece debajo un sello en relieve que reza:] JUDITH A.

JOHNSTON - NOTARIA POBLICA, COMUNIDAD DE ESTADOS DE
PENNSYLVANIA . —— == e e e e e e e e e e e e e -
Es traduccién fiel al idioma espafiol de la parte pertinente

2

ALEJANDRO M. LIPORACE
Matrleula 3837
ESCRIBANO PUBLICO




adjunto a la presente, y al cual me remito en la Ciudad de
Buenos Aires, a los diez dias del mes de marzo del afio dos

mil cinco.————=mm e e e e e
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Buenos Aires, 11 de Marzo de 2005.-
En mi caracter de Escribano  'iular del Registro 1331 de Capital Federal.-
CERTIFICO que ia reproduccidn anexa, extendida en Seis.-

foja/s, que sello y firmo, es COPIA FIEL de su original, que tengo a la vista, doy fe.
El Autorizante deja constancia que el documento original cuyas fotocopias se

certifican se encuentra redactado en idiomg extranjero con su corrsspondie

- traduccion al espafiol y consiste en un PODER.

ALEJANDRO M. LIPORACE
Matricula 3837
ESCRIBANG PUBLICO
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EL COLEGIO DE ESCRIBANOS de la Ciudod de Buenos Aires, Capital Federal de la Reptblica (4

Argentioa, en virtud de las facultades que le conflere la ley vigente, LEGALIZA Ia flrma ]
y sello del escribane QE_E"_A'_!.PBQL;MAMUEQB&QE“ =:z

obrantes en el documentoe anexo, presentndo en el dia de la fecha bajo

o N 20503160934068/C--=—=== = 1o presente Wpglizacién no juzga sobre f;:

el contenido y forma del documento,

ESC. ALBERTO 10

Buenos Aires, Miérenles-1 ge-2006——— ,
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N 004563812

FOLIO 281.- PRIMERA COPIA.- ESCRITURA NUMERO CIENTO TREINTA
Y SIETE.- En |a Ciudad de Buenos Alres, Capltal de la Republica Argentina,
a once de marzo de dos mil cinco, ante mi, Escribano Autorizante, COMPA-
RECE el Doctor Danlel GOYTIA, argentino, mayor de edad, casado, Libreta
de Enrolamiento nimero 4.526.865, domiciliado en Avenida Leandro N. Alem
449,- 3° piso, de esta Ciudad.- El compareciente es persona habil y de mi
conocfmiento doy fe, asi como que DICE: I.- Que por escritura de! dia de la
focha pasada ante ml, al follo 276 del Protocoio de este mismo chlolro. se
protocollzd un Poder otorgado por WYETH, con domicilio en Five Giralda
Farrr\q. Mgdlson. NJ107940-0874 EEUU a su favor.- Il.- Que viene por la
prasente a SUSTITI.IIR 4l citado mandato, resérvandose para si las faculta-
des, a favor de “CARLOS TAHAYCI & ASQCIADOS” y/o Carlos Orlando
Mays Rodriguez y/o Gustavo Caldaron Rosero y/o Carmen Graclela Flo-
rez ylo Clara Cortes Charry y/o Mayerling Roclo Castelblanco 8., con
domicitio en Carrera 13A N° 28-38, Buffeite 245, Manzana 02, Parque Cen-
tral Bavarla, Bogotd, COLOMBIA, para actuar en dicho pais con las siguien-
tes facultades: °... poder amplio y suficiente para recabar de las autoridades
nacionales que corresponda, sean estas administrativas y/o judiclales, la
obtencién de "PATE;ITES. MARCAS, MODELOS, DISENOS Y 8US REN -

VACIONES”, y realizar todos los tramites conducentu para proteger los de-

'rechda de‘la.mdndante a cuyo efecto Ion.faculta para efectuar ante dichas

'
‘ ' a

autorldadsc nacionales, admmlstratlvas ylo' judlclalos todos los tramites ne--
-l At e
et t‘.“'-'-"l

cesarios gﬂ%‘ dos; presentar solicltudas alegatos, oposicio-

‘.\‘tb\ ‘\Q“ . a.

oo u‘"‘“
“"L&%” y E”qnandas. desistir, arreglar y transigir; aceptar

\L\u

O

SEEEEER

l

STeaTRE

=L

=

T
R

——,

B et

L



N 00456381

"DLEGICO)
:SCRIDAN
le lo CAIDA

i
E:s: valores; justificar explotaciones; cobrar y percibir; firmar instrumentos publi-

:.!{: meradas en este mandato, son meramente ejemplificativas y no limitativas

i
",-é de otras facultades implicitas, por cuyo motivo, loe mandatarios quedan auto-

)
-y ley que se relacionen y/o smerjan y/o que sean consecuencia del objeto del
i
||l|

) presente poder y ya sea ello en razon de ia legislacion vigente y/o de la le-

EUENOS A,

e ———
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L 006417786

EL COLEGIO DE ESCRIBANOS de la Cindad de Buenos Alres, Capital Federal de Ia Repiiblica {({]- |

Argentina, en virtud de las facultades que le conflere la ley vigente, LEGALIZA la firma )
ALEJANDRO MARIA LIPORACE ‘

y sello del escribane

obrantes en el documento anexo, presentado en el dia de la fecha bajo 'Z-I




_‘,‘ﬂy.ﬁb}ﬂﬁﬂq’"ﬁgﬁ:.-:"bl’f.ﬂ%‘!‘?‘_ty;ﬂ-- AT e oo g
g R T T e R T L

s AR N LRI e W RS T s s

L APOSTiLLE

{Convention de la Haye uu 5 calchre 1961)

)

o,

A
ATy Vi)~
—
0
>
w
i
|
i
I
1
s
L
0
mn
-
ot
=
i

% El presente dccuments pibjico
;\E 2. Ha sido firmado por _ _ &R0 _I. P89 ___ _
Mg

-3 3. Quien actia en calided da sy -
—E 4, LLeva el sello/timbre de 24w & S Bamv|

L0 pS-a8. —

oo

X

5.En__BUENOS AIRES _ _6. 1 g2 __ 1 7 _MAR 200555
. Por ___ UNIDAD DE COORDIN-CICN LEGALIZACIANES ) "ﬁ,‘___;%

MINISTERIO DE RELACIONES EXTER:ORESECOMERCID f:ﬁ;
% wIFERNACIONAL Y CULTO™ 2 . 5

T
1

el
~

Ao LE




'

J
R |
4

o=
v

]
v
Wy« gt

M- (04 - 000178TS
% 30,00

A -Til b e COL.ESC.
27w

10

"

12

13

14] .

15

16

17

18

19

20

23

24

\/@_

X JL]IH\\

¥ 1 0 g
'ﬂ"ﬂ I"llll"‘

FOLIO 2642.- PRIMERA COPIA.- ESCRITURA NUMERO MIL CUATROCIENTOS
SESENTA Y TRES.- En la Ciudad de Buenos Aires, Capital de la Republica Ar-
gentina, a veintiséis de diciembre de dos mil uno, ante mi, Escribano Autorizante,
titular del Registro Notarial numero 1331, COMPARECE el Doclor Daniel GOYTIA,
argentino, mayor de edad, casado, LE. nimero 4.526.965, domiciliado en Avenida
Leandro N. Alem 449, 3° piso, de esta Ciudad.- El compareciente es persona habil
y de mi conocimiento, doy fe, asl como que DICE: |.- Que por escritura de fecha 12
de noviembre de 1998, pasada ante mj al folio 1893, del Protocolo de este mismo
Registro, a mi carge, al que me remito doy fe, se protocolizb un Poder otargado por
Board of Regents of The University of Texas System, con domicilio en 2b1
West 7 th Street, Austin, Texas 78701, EE. UU., a su favor. - 11.- Que viene por la
presente a SUSTITUIR el citado mandato, reservindose para si las facullades, a
favor de “CARLOS TAMAYO & ASOCIADOS" y/o Carlos Orlando Maya Rodri-
guez y/o Gustavo Calderon Rosero y/o Carmen Graciela Florez, con domicilio
en Calle 100 No. 41-40, Oficina 301, Edificio Master Center, Bogota, Colombia
S.A., para acluar en dicho pafs con las siguientes facultades: °...con poder amplio y
suficiente para recabar de las autoridades nacionales que corresponda, sean estas
administrativas y/o judiciales, la obtencién de “PATENTES, MARCAS, MODEL S,

DISENOS Y SUS RENOVACIONES" y realizar todos los tramites conducentes
para proteger ios derechos de la mandante, a cuyo efecto, los faculta para efectuar
ante dichas autoridades nacionales, administrativas y/o judiciales, todos los trami-
tes necesarios a los objetos indicados, presentar solicitudes, al'l_qge'bs posiciones,

protestas, apelaciones y demandas; desistir ameglar y transigir; je¥ptar cesiones y

transferencias solicitar testumomgg '..'?'[ documentos y otros valores, justificar
_ .»;a,""';" de oW ;.,ﬁe
explotaciones, ¢ e imlﬁj‘,mst'umentos pablicos, privados y escnturas
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N 000547175

pdbilicas; para renun.ciar 0 no a las gestiones judiciales; y hacer cuanto fuere nece-
sario ante las autoridades nacionales, judiciales yfo administrativas, sea como de-
manclante o como demandado, para proteger los intereses del mandante, con fa-
cultad de substituir este inslrumento y revocar tal substitucidn. Se deja constancia

que las facultades enumeradas en este mandato son meramente gjemplificativas y

- 1o limitativas de otras facullades implicitas, por cuyo motivo los mandatarios que-

. dan autorizados para ejercer sin restriccidn alguna todos los derechos que acuerde

.. la ley que se relacionen y/o emerjan y/o que sean consecuencia del objele del pre-

sente poder y ya sea ello en razén de la legislacidn vigente y/o de la Iegisla-cibn

. yue en el futuro se promulgue...".- LO TRANSCRIPTO ES COPIA FIEL, doy fe, de

las partes pertinentes del mandalo relacionado.- LEIDA y ratificada, asl lo expreso,

oloigd, acepld y firmd, por ante mi, doy fe.- “SIGUE UNA FIRMA".- Esta mi selio.-

Anle mi: ALEJANDRO M. LIPORACE.- CONCUERDA con su escritura matriz que

paso ante mi, al folio 2642 del Protocolo del Registro 1331, a mi cargo. PARA LOS
APODERADOS expido esta PRIMERA COPIA en UNA FOJA de Actuacion Nota-

riat nimero N 000547175 que sello y firmo en el mismo lugar y fecha de su otor-

gamiento, doy fe.-

| ALESANDRO o, l I

Marmeo, 4 9g3p
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el contenido ¥ forma del documento.

I
EL COLEGIO DE ESCRIBANOS e Ia Ciudad de Buenos Aircs, Capital Federal de la Republica e

Argentina, cn virlud de las facullades que fe conliere la ley vigente, LEGALIZA la firma ?’."‘ )

y scllo del escribano ALEIARDRO MARIA LIPORACE %\i
il
obrantes en el documento anexo. presentado en el dia de la fecha bajo '3:,
i
e N* 200112270660/B .La presenle legalizacidn no juzga sobre ,}l:f

Buenos Aire:ues




APOSTILLE

Convention de La Hiuye du 3 eclobre 1961

. PAIS:  Repiblica Argenting
El presenic docmnento piiblico

2. Hasido irmado por: JUAN CARLOS LUIS SAPORITI

3. Quicén actjin en calidad de: LEGALIZADOR

4. v st revestido del solloftimtire dol COLEGHRD DE ENCRIBANGS DI T CHIDAD
DI BUENON HIREN.,
Certificado:

S enldet CHIDADR NUTONONLL DI RUENUS LIRS

6 cldin27.12.04

7 por MININTERIO DIE RELVCIONEN EXTERIORES, COMERUI INTERNCTON. L,
Y CULTC.

¥ bajo el nimero: 4-17676
Y sello:

10. firma

5C.ALICIA S, RAP 21 iy
“ COLECID 13 :..ao.l-r:I:::H '-!: .

. o COuShitite
Convenio lirmado ¢l 2/7/97 entre el Ministerio de Rclncloucs"l‘f.:ncnorcs. Coniercio
Interaacional v Culto y los Calegios Notirinles de In Republica Argenting sobre delegacidn

de funciones due legalizaciin, (Apostillu)
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Avpllcant’s
Symalire

Power of Attorney

doard of Regents of
The.University of.Texas

Ru.idmg at(d. .....201. West .7th. Street,.

5660~01-CA

............... abajo lirmante (1)

o e Voweraiy of Teras ey,
Domicilisdoen(2).. 201 Mesk_ T8 Steat

1o apply 1 the proper national authorities. either adminis-
trauve or juhcinry for {(3)

....... RATENTSy--TRABEMARKS.—MODELS

Austin, . Tuxas.. 78701 — )uﬁt:\..!.\..,...I!!-.xﬂ:a..._].!.?m.,.-.. EE:U0.. .7
s et Cestenset e sessseanees o o 8 SN— S e
flcl‘l:b)‘ ],mnls W e D AN 1 EL GO Y T 1. A - p:; clﬁl;rtsullc o - 2‘“ G‘D\#I-ﬂ.
....AND/QR GQYTIA & G-I A
Lidmb i B UENOSATRES domiciliado en EHLWSA‘Q,.&FG-EMTL”A
full and nmph. power 8‘ atturmnty 1o ro n.suu um u) .m poder amplio y suficientc pars sceabar Je Jas autoridades

nacionales gue corresponda, sean fias administrtivas y/
o judiciales, la ubtencidn de (3) ... Y AN

3., NSRS -&su; goriipe

~DETGNS, AND THETR RENEWAL?

and o carry oul all the neeessary steps lu proteet our rights.
te which effect they are empowend ke take all necessary
steps hefore the said nativnal authorities, either adminis-
teative andfor judicial, for the aforementioned Purposcs;
including to file petltions, arguments, oppositions, pro-
tests. appeals and claims, to waive.sctile and compromise;
th accept assignments and transfers; to apply for certificd
copics: ta reccive documents and other valuable things;
(o prove workings: to collect monies; tu sign public and
privite instruments and deeds; to cither waive oc not at
their discretion the right of resorting 1o count procecdings:
w du all and whatever shall be necessary before any no-
tional judicial anWor adniinistzalive authurilics tv prolect
ll'll. Lunsmuu:t‘s interests. either as plaintl T or Jefendam:
\r 40 substitule this instrument and lo revuke such
It being understood that the atwve powers
enumh'.'ll in this mandate are merely exemplifying and
»Crot limitative of other powers, and therefore Lhe atiorneys-
in-fact are authorized tv exercise without any restriction
whaisuever, all the rights granted by law or emenging from
it or which may be a consequence of the objects of this man-
date and whether this be uncler Iegislation at present in foree
or legislation which may be promulgated in the future,

y realizar todos los trdmites cunducentes para proteger los
derechos de la mandante.a cuyo efecto, kos faculta para
electuar ante dichas auloridades nacionales. administrativas
y/o judiciales, 1odos los trimiles necesarios a los ubjetos
indicadqs; presenlar sulicitudes, alegntos, vpusiciones,
protestas, apelaciones y demandas; desistir, arrcglor y
transigir; aceplar cesioncs y tronsferencios; solicitar
Lestimonias; recibir documentos y otros valores; justificar
cxplataciones; cobrar y percibir; firmar instrumentos
pdblicos, privados y escrituras piblicas; pam renunciar o
noa Jas gestiones judiciales; y acer cuanto fuere necesario
ante las autoridades nacionsles. judiciales y/o
siminisirativas, sea como demandante o como demandado,
pam proleger loa intereses del mnandante, con foculiad de
subslituir cste instrumenlo y revocar 1al subsiitucidn. Se
deja conslancia que las facultades enumeradas cn este
mandato, son mcramente ejemplificativas y no limitativas
de otras lacultades implicitas, por cuyo motivoe, lus
mandatarios quedan aulorizados para ejercer sin restriccién
alguna lodos los dercchos que acuerde la ley que se
relacionen y/o emerjan y/o que sean consecuencia del objelo
del presente poder y ya sea eilo en mzén de la legislacidn
vigente y/o de Ia Jegislacidn que en el futuro se promulgue.

Date (4) e | @ . DQ...
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ETATIIAL CERYIFIGATE

State af ..... Tewas . .. ...e4

an thin..-”.k.‘hy of.s.'.—f'}.‘!‘l‘h'!‘
198.¥ persanally :nupﬂ-:
Savrales . . kxnow to nh,

whg baing by se duly aworn did
depgsa and say that he iz tha

Vice.Chancellar. & Geparal Counsel ..........in

nerein named, & University ac~-
ganized under the l(aws of the
State of ... JEFIS. ... .domiciled
n tho Clay ef...0vetin......
Stats of......Jo¥88.%...... and
agally constituted for s perigd
af tenure not yat oxplred.
furthersara that the dapanent is
authorized by saidtiversitye,
canfar this Powar af Attarney,
and that he personally has
sighed and affizad the saal of
the .University.. at the foot of
suah powar of attorney in the
nany and on bahalf of the
Unlversitymantioned.
Ths Undersighed Notary Public
has swans the Articliea

sereesavi.0f oald, Uoivecsity..,
sxaouted in.. AUstip,....,.State
af...[9M4%....... under wate of
saviaennnasiind horshy cartifles
that under the lawse of said
3tate the faregoing acknow—
Iedgement 18 & sufficiant proof
that the facts theresin containod
are trus, wnich-ha sttasts. as
aiso that tne appasrar signed
this 'natrusent Iin his prasenca.

CEITIFICAGINE FOTARLAL

Hoy. P2 . . da XpVEMVE da 1908,
co:p.rooia. g@l‘&. c‘.““““' , &

quishl CONGIEO, Quien lumgo de
prastar juramsnto debidamsnte,
daciaré y dija:

qua &} .u‘(!m W‘F&‘:ﬁi ﬂ'ﬁff"l Que prestou devide juramento, OE- _

[] Ty -
now~ CLARDU QUE & © -.....o e nra'epansns

brada en el docusento qus an-
taceda, una enﬂlnucih.nrgl-
nizade conforse a las leyes
Eatado da... . A3, ..........
iclliada an In giudad de...
i ... Eetado oe. XSS,
legaimeate conatituida para un
parioda éa duracién que aln no

: ] ta
hs tarcinads; que e dullun’rln a0

astlk sutgrizedo por dicha .eae=
mplia pars conferir sste poder
y '‘qua persenaimente ha flrmade

¥y o8 al setio da Ia
M pie da dicha poder
an smn y repreagntacion de
aens i ohatds.
El susarita Notario ha visto
ios ostatutos de incorperacian
firnades wn. 49U . .Estade da
co lCKA.....con foche......
y curt|fion gua cs conformrdas
con la legisinvion da diche Ea—
tado ia antaricr daaisracién
Jurada 83 prucha suficlente de
qua los onos sobre que alis
varea son ciertos s verdaderos.
de |o cual da fa. como asinlism
e que ol cosparscrents firmd
eate instrusentn en su pressm-
cib.

contraro sooial”™ asainade(s) em

I'bi..‘l.l.no.. d‘ *‘ “llllll-.!!l

do uno oo 199, .. comparecwu peranta
mime 8., 0000 . ceanaag

portador do dool-mn_d. |¢ﬂll,|_¢_l'1l
Ml...ccvvrses-c-0 B QUOR CONNSCD ‘w

{OCCUPARION) Bh.incernintoranrinns
(company naaie), usa aspresa eils-
tenta a organianda de wcerdo com as
Laiv do oatade d®. ... .cvinncnianr,

PRIG AG®ccvovesrmennnnrns « @ QUa tewm
sade na crdashe de. .. ... a0t nee s
A eiianns O W

constituida per prazo de duragas

indatarsinado o se dedics 8.......-
B NI 'Y
aue tes suflvientes podares ns ci-

tada ewpresa pars fazer s presen e

declaragas o anl‘nir ArOCUF EQOMS
para quy terosiros a represantes.

0 Notdrio Pibilco absixo sssina-
40 axamingy "os estatules™ /"o
-
civstadisescey, GREE DB iccanninons
s cortifica gus de gonfera:dade can
a legisiagae v:ente no seno i onado
astodo & decipragee Jurada scima &
prova suficiente de Qua seu contéu--
do ¢ carto e verdadeiro, do qual -4
f4d, ansinm comp ¥e qua & pessosa o
clarante assinou este doousenta sa
SUR DrUSENGa.
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The State of Texas e t63.
Seccetary of State .
APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 Octobre 1§6 )
. Country: United States of Amcrie
‘This Public document
has been signed by ~ MARGARET ANN GLOVER &’g‘ Aray,

acting in the capacity of Notary Public, State of Tcxas -

bears the scal/stamp of MARGARET ANN GLOVER, Notary

Public, State of Texas, Comm:ss:on Expires:
10-31-00

CERTIFIED

at Austin, Texas ' 6. on October 23, 1998

. by the Secrctary of State of Texas

Certificate No. N-164252
Scal

Sigoature:;

Alberto R. Gonzales
Secretary of State
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Estado de Texas, Vencimiento de Mandato: 31/10/2000.--—-—-—-——==—-

e ”A
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IRiA A Mu
TE 4 | e ———— B, TAuy
L ANUANDRO M. LIPORA 1 INGLgg
v xl-F
A, MarricuLA 3837 .00y
ﬂms
TRADUCCION-———==—=————mmm e e = A T
[Al pie del documentg Poder impreso en dos columnas
escritas en idiomas “Inglés y espafiol, - reza:] Lugar y Fehca:

Fecha: 30 de septiembre de 1998. Firma del Solicitante:
[aparece una firma ilegible]———; ——————————— I ——

[Adjunto aparece una Certificacidén Notarial impresa en tres
columnas'redactadas en idiomas ingléQ y espafiol y en un tercer
idioma; al pie de ella aparece una firma y sello que rezan:]
Margaret Ann Glover, Escribana (firma). Escribano Publico,

Estado de Texas; Margaret Ann Glover, Escribana Piblica,
/

[Aparece un sello ileéible] —————————————————————————————————— -~
[Aparece un sello que reza:] EL ESTADO DE TEXAS-——————+r====a==
EL ESTADO DE TEXAS, Secretaria de Estado-=—==———emecmmmmmmm— e

APOSTILLA (Convencién de La Haya del 5 de octubre de 1961.)--—-

l. Pals: Estados Unidos de América-—-==~——=——ccm e
Este documento plibliCo-===——— = e ——— -
2. hp sido firmado por MARGARET ANN GLOVER-—=—m—-———meaec——mae-

3. actuando en su caréicter ae Escribana Publica, Estado de

4. lleva el sell/tim?re de MARGARET ANN GLOVER, Escribana
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2 z P’C‘r
k Op, o
8 71
P, que
.0)
7. por el Secretario de Estado de Texas——————-—=~——===-—===o-—- :
8. Certificacién N°® N-164252---——==-——=r—mmem e e m
9. Sello: EL ESTADO DE TEXAS--——=-——==m=—mm=m=—m———mmm -

10. Firma: [aparece una firma ilegible con una aclaracién que'—'
reza:] Alberto Gonzales, Secretario de Estado. sjs~—-—--——--------
CERTIFICO QUE LA QUE ANTECEDE ES TRADUCCION FIEL AL ESPANOL

DEL DOCUMENTO ORIGINAL REDACTADO EN IDIOMA INGLES QUE TUVE A

MI VISTA Y AL CUAL ME REMITO EN BUENOS AIRES A LOS ONCE DIAS

DEL MES DE NOVIEMBRE DE MIL NOVECIENTOS NOQVENTA Y OCHO,-—=~-=--

MARIA VICTORIA ARAUZ
TRADUCTORA PUBLICA INGLES
M. N. Ne. 3183 ~To, XI - s, 007 )

-

CERTIFICO ENSELLO DE ACTUA
CION mm}g‘m..ﬁ.gn&ﬁ 8425

BUENOS AIRES 2A 7 3 1 O4¢

] aLianoro w.\LiPoracE ff
MaThRICULA 3837
mecmimaNG PUBLICO.
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En mi cardcter de Escribano T | TULAR. OEL REGISTRO A33A
CERTIFICO que el documento adjunto, extendido en COATRQ  fojals, que sello (¢
y rubrico, es/son COPIA/S FI[EL de su original, que tengo a la vista, doy fe. y

Buenos Aires, 24 de MARZO de 200A .-

MaTrRICULA 3037
__
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EL COLEGIO DE ESCRIBANOS de la Gapital Federal, RepGblica Argenlina,
en virlud de las facultades que le confieren las Leyes vigentes, LEGALIZA la firma

y el sello del escribano .- AEANDRO MARW LPORACE . .. . _. .

obrantes en el documento anexo, presentado en el dia de la fecha bajo

elN*  540103230758/C La presente legalizacién no juzga sobre

el contenido y forma del documento.

Buenos Aires yenas 73 de marzo de 2001 -




APOSTILLE

Conventién de La Haye du 5 octobre 1961

1. PAIS: Republica Argentina
El presente documento piablico
2. Ha sido firmado por: SUSANA M. MORELLO NADALE

3. Quién uctia cn calidad de: CONSEJERA

4. y cstd revestido del sello/timbre del COLEGIO DE ESCRIBANOS DE LA
CAPITAL FEDERAL.

_ Certificado: :

5. cn LA CIUDAD AUTONOMA DE BUENOS AIRES 6. el dia 23.03.01
7. por EL COLEGIO DE ESCRIBA ERAL

8. bajo ¢l niimero: 4-13129
9. scllo:

A CRISTINA SOLER
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{12) INTERNATIONAL APPLICATION PURLISHED LNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

{19) World Inteliectual Property
Orgunbation
Intemational Burcau

{43) Infernutional Publication Date
17 March 2008 (17.03.2005)

PCT

({10 Inicrpationu) Publication Number /

WO 2005/023263 Al

{5 Inlernullonal Puteni Chissllicution”  AG1K 317496,

ARIP J9AZ, 3 AM. AGLK 31/65

(21} Infernulional Appilcation Numbeyr:
IS M2BYR0

(22) Internnthonal Klling Duie:

7 Scpember 2004 (07.09.2004)
(25) Filing Lunyguuye: Linglish
(26) Publicutlon L.anpuuge: Linglizh

(M) Priorlly Datu:

RUS0N,4174 5 Scptember 2000 (05092003 US
Noit furmished 3 Seplember 2004 (03.00.2004) 1IN

{71 Appliennis{forall deciprated Niatex exeept (13): WYETH
[USAIS]: Five CHraldo Fienms, Mixlison, New Jersey (7940
(US) BOARD OF REGENTS, THE UNIVERSITY OF
TEXAS SYSTEM [VISAIS|: 201 West Tth Swrect. Austin,
‘lesas 78700 (1US).

(72) Inventors: ‘TESTA, Raymond, Thomns: 55 Ruckledge
Plixce, Cedur Cirove. New Jenuey 07000 (US). CALHUUN,
Juson, Depariment of ¢Orthopaedic Surpery. Universily of
Missurd. One Hospital Drive, Suvite M{2213, Columbia,
Mixsauri 65212 (LK), MADER, Jon, ', (deccusxd).

(1) Apenti:  LAVENUE, ‘Tere, A. of al: KENYON &
KIINYON. 1500 K Strect. N.W., Suite 700, Washingion,
X 20005- 1257 (LS).

(81) Neslpmited Stulvs (wiless uthenvise dulicated, fin ;very
kind of netiomal protsction wvailabie): Al ACGL Al AM.
li. AZ, BA. BH, BGi. BR, BW. BY, B2 CALCHL ON,
@!R. CLLCA DI DK, DM, IYA 1K, B, G B L
L CED. GEL G GM, TIR. THIL TD. IL. ING ISR KIE
K, Kt KR, K2, 1L LK, LROLS, LI HIL LV MA, MD,
MG, MK, MN, MW, MX. MZ NA, NL. N(». NZ. OM. 12,
PIL PLL T RO, RUL SC SD. SIS SKL SILSYCTLIM,
TN. TR. TT, TZA UA, UG US, UZ, VO, VN, YULZA. ZM,
/W,

(84) Designuicd Stulex (wnlesy athenvise imbiciied, for overy
kined of regional pavection availuble): ARIPUO (RW. (i1,
GM, KIL 18, MW, MZ, NA. 81, SI. 82 17 Ut 761
ZW), Liurasian (AM. AZ, BY, K0, K7, MD, RULTL M),
Lunopen (AT, BIL RG, CIL CY. CZ DI, DK, BIL IS, FI
IR, (1. OR, U, LK I, LU, M, NI PLLPT. RO, 81 SIL
SK.'IR). OAPI (BE B), CE €XG. CL CM. GA, GN. (/Q.

GW. ML, MR. NE SN, TD. TG\

Published:

—  with imernalonal sivirch reporn

before the axpirarion of the thae Umit Jor amending the
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USE OF TIGECYCLINE, ALONE. OR IN COMBINATION WITH RIFAMPIN TO
TREAT OSTEOMYELITIS AND/OR SEPTIC ARTHRITIS

This application claims pricrity to U.S. Provisional application 60/500,474, filed
on September 5, 2003, which is hercin incorporated by refercnce in its entirety.

FIELD OF THE INVENTION
The present invention relates to a novel method of treating osteomyelitis and scptic
arthritis caused by or as a result of bacterial infections. The prescnt invention also rclates
to treatment of bacterial infections of the bone, bone marrow, joint, and synovial fluid.
The present invention further relates to treatment of antibiotic resistant bacterial infections

in these diseases and tissues.

BACKGROUND OF INVENTION

The last haif of the 20™ century saw significant progress in the development of
antibacterial agents. This success fosiered the perception that becterial discases were more
readily cured than any other major disorder, but the emergence of multidrug-resistant
organisms in the 1990s resulted in serious public health implications. Resistance has
spread to previously susceptible organisms, and some organisms are essentially resistant to
alt approved antibacterial agents.

Tigecycline, which belongs to the glycylcycline class of antibiotics, circumvents
existing mechanisms of microbial resistance. it demonsirates a broad spectrum of
antibacterial activity, inhibiting multiple resistant gram-positive, gram-ncgative, and
anaerobic bacicria. Tigecycline is active against most common pathogens. Tigecycline is
active against pathogens such as methicillin-resistant Staphylococcus aurens (MRSA),
vancomycin-resistant enterococci (including Enterococcus faecalis), penicillin-
resistant/macrolide-resistant pneumococci, Prevotella spp., peptostreptococci,
mycobacteria, and minocycline-resistant organisms (Boucher ef al., Antimicrob Agents
Chemother. 2000; 44(8): 2225-2229, Galcs et al., Antimicrob Agents Chemother. 2000,
46: 19-36, Goldstein et al., Antimicrob Agents Chemother. 2000; 44(10). 2747-2751).
Tigecyeline is useful in the treatment of respiratory pathogens such as Streprococcus
pneumoniae (penicillin sensitive and penicillin resistant), Haemophilus influenzae,

Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, Staphylococcus aureus (methicillin-
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susceptible and methicillin-resistant), aerobic gram-negative rods, and enterococci
{vancomycin-susceptible and vancomycin-resistant enterococci). The inr vivo resulls have
been very encouraging and better than would be predicted based on Lime above minimum
inhibitory concentration (MIC) in serum. Tigecycline is obscrved to be a safe antibacterial
agent.

Methicillin-resistant staphylococci are the most common organisms in infections of
the bone and joint (Waldvoge!l, /nfectious Diseases 1988: 1339-1344). The options for
treatment of infections due to these microrganisms are limited: the sensitivity of clinical
strains to quinolones, clindamycin, cotrimoxazole, and rifampin is variable, and the
sensitivity is often limited 1o glycopeptides, which must be administered by the parcnteral
roule. Resistunce ol staphylococei to glycopeptides has already been described and
represcnis a major concern, since those drugs are considered the gold standard for the
trcatment of serious infections due to methicillin-resistant staphylococci (Smith, ef al., N
Engl J Med 1999; 340: 493-501).

Novel drugs for the treatment of methicillin-resistant staphylococcal infections,
such as quinupristin-dalfopristin and linezolid havc recently been introduced in clinical
practice (Johnson, et al., Lancet 1999; 354: 2012-2013, Livermore, J Antimicrob
Chemother 2000; 46: 347-350). However, none have been fully investigated in clinical
studics on the treatment of osteomyelitis.

The trcatment of acute and chronic orthopedic infections is difficult, due in part to
the fact that many of the infections result from antibiotic resistant puthogens but also in
part due to the location of the infection. Often the therapy requires a prolonged antibiotic
therupy and surgical treatment (Lazzarini et al., Curr Infect Dis Rep 2002: 4: 439-445).
Several studies have been performed using various animal model of osteomyelitis
(Rissing, Infect Dis Clin North Am 1990; 4: 377-390). Despite a prolonged antibiotic
treatment, viable bacteria may be still found in the bone. Eradication of more bacteria
from the bone has been associated with 2 prolonged duration of entibiotic treatment
(Norden, Rev Infect Dis 1988; 10: 103-110). After four weeks of antibiotic treatment, the
majority of antibiotic regimens were unabic to eradicate staphylococci [rom the bone.

Antibiolic treatment for osteomyelitis is traditionally administered by the
intravenous route. However, oral regimens for osteomyelitis have been successfully tested
in human trials (Bcll, Lancer 1968; 10: 295-297, Feigin et al., Pediatr 1975; 55: 213-223,
Sluma et al., Am J Med 1987; 82 (Suppl 4A): 259-261). Unfortunately, the choice of oral
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antimicrobials is restricted when desling with multi-drug resisiant organisms and
treatment of these multi-drug resistant organisms may require the use of parenieral drugs
(Tice, Infect Dis Clin North Am 1998; 12: 903-919).

There thus remains a need for a method of treating osteomyelitis and/or septic
arthritis caused by bacterial infections, especially those caused by antibiotic resistant
bacterial strains. The present invention fulfills this long-standing need.

SUMMARY OF THE INVENTION

The present invention provides a method of treating bone or bone marrow
infections (often referred 1o as osteomyelitis) and/or joint infections and infections of the
surrounding tissues (often referred to as septic arthritis) in a mammal, preferably a human.
The mcthod comprises administering o the mammal a pharmacologically effeclivc
amount of tigecycline and/or an antimicrobial agent sclected from the group consisting of
rifamycin, rifampin, rifapentine, rifaximin, or streplovaricin to treat the infection.
Prcferably the antimicrobial is rifampin.

The infection may be causcd by a pathogen selected from the group consisting of
gram negative bacteria, gram posilive bactcria, anaerobic bacteria, and acrobic bacteria.
Exemplary bacteria include Staphylococcus, Acinetobacter Mycobacterium, Haemophilus,
Sulmonella, Streptococcus, Enterobacteriaceae, Enterococcus, Escherichia,
Pscudomonas, Neisseria, Rickettsia, Pneumococci, Prevolella, Peptostreptococci,
Bucicroides Legionella, beta-haemolytic streptococei, group B streptococcus and
Spirocheres. Prefcrably, the infection is comprised of Neisseria, Mycobacterium,
Staphylococcus and Haemophilus and more preferably Neisseria meningitidis,
Mycobucterium ruberculosis, Staphylococeus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Streptocaccus pyogenes, Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, or
Mycobacterium leprae.

In prefetred embodiments the infection is comprised of a pathogen exhibiting
antibiotic resistance. Exemplary antibiotic resistance includes methicillin resistance,
glycopeptide resistance, tetracycline resistance, oxytetracycline resistance, doxycycline
resistance; chlortetracycline resistance, minocycline resistance, glycylcycline resistance,
cephalosporin resistance, ciprofloxacin resistance, nitrofurantoin resistance, trimethoprim-
sulfa resistance, piperacillintazobactam resistance, moxifloxacin resistance, vancomycin

resistance, teicoplanin resistance, penicillin resistance, and macrolide resistance.
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A preferred glycopeptide resistance is vancomycin resistance. In another preferred

embodiment, the infection is comprised of §. awreus exhibiting a resistance selected from
the group consisting of glycopeptide resistance, tetracycline resistance, minocycline
resistance, methicillin resistance, vancomycin resistance and resistance to glycylcyeline
antibiotics other than tigecycline.

In anothcr embodiment the infection is compriscd of Acinetobacter bawmannii,
which may or may not exhibit antibiotic resistance selected from the group consisting of
cephalosporin resistance, ciprofloxacin resistance, nitrofurantoin resistance, trimethoprim-
sulfa resistance, and piperacillin/tazobaciam resistance.

in another embodiment, the infection is comprised of Mycohacterium ahscesyus
that muy or may not exhibit moxifloxacin resistance. In other embodiments the infection
is comprised of Haemaphilus influenzae, Enterococcus faecium, Escherichia coli,
Neisseria gonorrhoeae, Rickettsia prowazekii, Ricketisia typhi, or Ricketisia rickettsii.

The present invention also provides a use of a pharmacologically effective amount
of tigecycline for treating ostcomyelitis and/or septic arthritis in 2 mammal. In anothcr
embodiment, the present invention provides a use of a pharmacologically cffective amount
of tigecycline and an antimicrobial agent selected from the group consisting of rifamycin,
rifampin, rifapentine, rifaximin, or streptovaricin to treat osteomyelitis and/or septic
arthritis. I another embodiment, the invention provides a use of 2 pharmacologically
effective amount of tigecycline for manufacture of a medicament for treatment of
osteomyelitis and/or septic arthritis in a mammal. In another embodiment, there is
provided a usc of a pharmacologically effective amount of tigecycline and an
antimicrobial agent selected from the group consisting of rifamycin, rifampin, rifapentine,
rifaximin, or streptovaricin for manufacture of 8 medicament for treatment of

osteomyelitis and/or septic arthritis in a mammal.

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

The drawings illustrate certain embodiments of the present invention and in no
way are meant to limit the scape of the invention.

Figure 1 shows the pharmacokinetics of tigecycline in normal new Zealand white
rabbits, which establishes serum levels above the minimum inhibitory concentration over
twelve hours after treatment with 14 mg/kg of tigecycline.

Figure 2 shows the investigators' grading of extent of bone infection as seen in x-

;6’
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ray images. The data demonstrate the effectivc trcatment of osteomyelitis by tigecycline
and tigecycline in combination with rifampin over controls.

Figure 3 shows the colony-forming units per gram of marrow and bone in each of
the treatments, which demonstrates that tigecycline and tigecycline in combination with
rifampin were an effective treatment for infection of the bone and infection of the marrow
with respeet to controls.

Figure 4A provides a graphic depiction of the weights of rabbits throughout the
time course of administration of various antibacterials.

Figure 4B provides a graphic depiction of weight variances of rabbits throughout
the timc course of administration of various antibacterials.

Figures 5A and 5B show the peaks and troughs of tigecycline (14 mg/kg twice
daily) and vancomycin {30 mg/kg twice daily) in the serum of infecied rabbits after
administration of the respective drugs. The data demonstrate that the antibiotic serum

levels were above minimum inhibitory concentrations throughout treatment.

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

The present invention is directed to methods of treating bone and bonec marrow
infeclions in a mammal. Preferably the mammel is human. In a preferred cmbodiment,
the bone or bone marrow infection causes osteomyelitis. Osteomyelitis is an acute or
chronic infection of the bone and/or bone marrow, and includes the related inflammatory
process of the bone and its structures due to infection with pyogenic organisms. The
infection associated with osteomyelitis may be localized or it may spread through the
periosteum, cortex, marrow, and cancellous tissue. Common bacterial pathogens causing
ostcomyelitis vary on the basis of the patient's age and the mechanism of infection. Acute
osteomyelitis includes two primary categories: heamatogenous osteomyelitis and direct or
conliguous inoculation osteomyelitis.

Heamatogenous osteomyelitis is an infection caused by bacterial seeding from the
blood. Acute heamatogenous osteomyelitis is characterized by an acute infection of the
bone caused by the seeding of the bacteria within the bone from a remote source.
Hcamatogenous osteomyelitis occurs primarily in children. The most common site is the
rapidly growing and highly vascular metaphysis of growing bones. The apparent slowing
or sludging of blood flow as the vessels make sharp angles at the distal metaphysis
predisposes the vessels to thrombosis and the bone itself to localized necrosis and bacterial
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secding. These changes in bone structure may be seen in X-ray images. Acute
haemaiogenous osteomyelitis, despite its name, may have a slow clinical development and
insidious onset.

Direct or contiguous inoculation osteomyelitis is caused by direct contact of the
tissue and bacteria during irauma or surgery. Direct inoculation {(contiguous-focus)
osteomyelitis is an infection in the bone secondary to the inoculation of organisms from
direct trauma, spread from a contiguous focus of infection, or sepsis after a surgical
procedure. Clinical manifestations of direct inoculation osteomyelitis are more localized
than those of haematogenous osteomyelitis and tend to involve multiple
organisms/pathogens.

Additional categories include chronic osteomyelitis and osteomyelitis secondary to
peripheral vascular discasc. Chronic osteomyclitis persists or recurs, regardless of its
initial causc and/or mechanism and despite agpressive intervention. Although listed as an
ctiology, peripheral vascular discase is actually a predisposing factor rather than a true
causc of infection.

Symptoms of osteomyelitis often include high fever, fatigue, irritability and
malaise. Often movement may be restricted in an infected limb or joint. Local edema,
erythema, and tenderness generally accompany the infection and warmth may be present
around the affected area. Sinus tract drainage may also be present at later stages of
infection. Hematogenous osteomnyelitis usually presents with a slow insidious progression
of symptoms, while chronic osteomyelitis may included a non-healing ulcer, sinus tract
drainage, chronic fatigue and malaise. Direct osteomyelitis generally presents with
prominent signs and symptoms in & more localized area.

Certain disease states are known 10 predisposc patients to osteomyelitis. These
include diabetes mellitus, sickle cell disease, acquired immune deficiency syndrome
(AIDS), IV drug abuse, alcoholism, chronic steroid use, immunosuppression, and chronic
joint disease. In addition, the presence of a prosthetic orthopedic device is an independent
risk factor as is any recent orthopedic surgery or open fracture.

Several bucterial pathogens are commonly known to cause acute and direct
osteomyelitis. For example, acute haematogenous osteomyelitis in newbormns (younger
thun 4 months) is frequently caused by S. aureus, Entervbacter species, and group A and
B Streptococcus species. In children aged 4 months to 4 years, acute hacmatogenous

osteomyelitis is commonly caused by S. aurens, proup A Streprococcus species,
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Huaemophilus influenzae, and Enterobacter species. In children and adolescents aged 4
years 1o adult, acute haematogenous osteomyelitis is commonly caused by S. aureus
(80%), group A Streprococcus species, Haemophilus influenzae, and Enterobacter species.
In adults, acute haematogenous osteomyelitis is commonly caused by §. aureus and
occasionally Enterobacter or Streptococcus species. Primary treatment has in the past
included a combination of penicillinase-resistant synthetic penicillin and a third-generation
cephalosporin. Alternate therapy includes vancomycin or clindamycin and a third-
generation cephalosporin. In addition to these above-mentioned antibacterials,
ciprofloxacin and rifampin have been used in a combination therapy for adult patients. n
instanccs where there is evidence of infection with gram-negative bacilli, a third-
generation cephalosporin is often administered.

Dircct osteomyelitis is commonly caused generally by S. aureus, Enterobacter
species, and Pseudomonas species. Often times direct osteomyelitis is cansed by a
puncture wound through an athletic shoe. In these cases, direct osteomyelitis is commonly
caused by S. aureus and Pseudomonus species. The primury antibiotics in this scenario
include ceftazidime or cefepime. Ciprofloxacin is often used as an alternative treatment.
[n patients with sickle cell disease, direct osteomyelitis is commonly caused by §. aureus
ard Salmtonella species, and the primary choice for treatment is & fluoroquinolone
antibiotic {not in children). A third-generation cephalosporin (e.g., cefiriaxone) is an
alternative choice.

For patients with osteomyelitis due to trauma, the infecting agents usually include
S. aureus, coliform bacilli, and Pseudomonas ueruginvsa. Primary antibiotics are nalfcillin
and ciprofioxacin. Alternatives include vancomycin and a third-generation cephalosponn
with antipscudomonal activity.

Accordingly, as used herein and in the claims, the term "osteomyelitis” includes
hacmatogenous osteomyelitis, direct or contiguous inoculation osteomyelitis, chronic
ostcomyelitis and osteomyelitis secondary to peripheral vascular disease. Osteomyelitis
may be the result of infections caused by any of the above described pathogens, but also
includes other pathogens having the ability to infect the bone, bone marrow, joint, or
surrounding tissues.

The term "treating osteomyelitis” includes eradication of the pathogens/bacteria
causing the underlying infection associated with osteomyelitis, inhibition of bacterial

growth, reduction in bacterial concentration, reduction in recovery time from infection,
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improvement, elimination, or reduction of symptoms of infection such as swelling,
necrosis. fever, pain, weakness, and or other indicators as are selected as appropriate
measures hy those skilled in the art.

Currently, the primary treatment for osteomyelitis is parenteral antibiotics that
penetrate bone and joint cavities. Treatment is required for at least four to six weeks.
After intravenous anlibiotics are initiatcd on an inpaticnt basis, therupy may be continued
with intravenous or oral antibiotics, depending on the type and location of the infection, on
an outpatient basis.

For example, osteomyelitis caused by S. aureus infection is generally treated with
2 grams of cloxacillin administered intravenously or parenterally every six hours for at
lcast the initial 14 days or for the cntire treatment course of up to six weeks. Other
ircatments are celazolin administered al 1 10 2 grams every eight hours for six weeks or
600 mg of clindamycin every eight hours for six weeks.

Ostcomyclitis caused by beta-haemolytic streptococci is generally treated
intravenously or parenterally with benzylpenicillin at two million IU every four to six
hours for two 10 four weeks. Infections by Sa/monella spp. arc treated with ciprofloxacin
at 750 mg orally every 12 hours for six weeks.

Treatment of osteomyelitis caused by Haemophilus influenzae in children is
generally with intravenous or parenteral administration of 25-50 mg cloxacillin cvery four
to six hours for four to six days plus cefiriaxone at 50-75 mg/kg every 24 hours for four to
six days. This treatment is followed by amoxicillin at 15 mg/kg plus oral clavulanic acid
(maximum 500mg) every eight hours for four weeks.

In neonates, treatment is accomplished with intravenous or parenteral cloxacillin at
25-50 mg/kg every four to six hours for four to six duys plus intravenous or parenteral
ccfotaxime at 50-75 my/kg every eight hours for four to six days. Treatment is followed
by amoxicillin at 15 mg/kg plus oral clavulinic acid (maximum 500mg) every eight hours
for four weeks.

Infection in children with S. aureus is generaily treated with intravenous or
parenteral administration of 25-50 mg cloxacillin every four to six hours for four to six
duys plus cefiriaxone al 50-75 mg/kg every 24 hours for four to six days. This trcatment is
followed by cloxacillin at 12.5 mg/kg orally every six hours for three to four weeks.

Treatment of infection in children with Salmonella spp. depends upon the

susccplibility of the pathogen. Treatment choices include cloxacillin plus ceftriaxone
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followed by either sulfamethoxazole at 20 mg/kg and trimethoprim at 4 mg/kg orally
every 12 hours for six weeks, or amoxicillin at 7.5-15 mg/kg orally every 12 hours for six
wecks, or ciprofloxacin at 10-15 mg/kg every four to six hours for four to six days plus
cefotaxime at 50-75 mg/kg intravenously every eight hours for four to six days, followed
by sulfamethoxazole and trimethoprim or amoxicillin or ciproflaxacin.

Another embodiment of the present invention provides methods of treating joint
infections and/or surrounding tissue infections in a mammal. Preferably thc mammat is
human. In a preferred embodiment, the joint infection and/or surrounding tissuc infection
causes septic arthritis.

Septic arthritis is an infection of the joint and surrounding tissues and results in
joint inflammation caused by the presence of live intra-articular micro-organisms. Septic
arthritis most commonly occurs secondary to osteomyelitis, especially in childhood, and
arises as a result of bacterial infection.

Infection of the joint can occur by several routes. Most commonly, the spread of
the infecting puthogen is haematogenous. Frequently septic arthritis arises from infections
or abscesses in the skin. Sepsis in the mouth and teeth or after dental procedures or in
association with infection of the rcspiratory or urogenital tract can also lead to septic
arthritis. Direct penctrating trauma to the joint with sharp objects or from major traumatic
injury can lead io joint infection as well. Joint aspiration or injection and surgical
procedures such as joint replacement may also result in joint infection. Additionally,
osteomyelitis often spreads to involve the joini. This is especially common in young
children. Finally, infection of the soft tissues adjacent to the joint, such as inflamed bursae
or tendon sheaths, can spread 1o involve the joint space. Spread of infection by the
haematogenous routc is still the most frequent cause of joint scpsis.

Symploms of scptic arthritis include malaise and fever, acute hot joint or joints
together with acute inflammation: swelling and joint effusion, redness. pain and loss of
function.

The most common causative organism of septic arthritis is Staphylococcus aureus.
In neonatal septic arthritis, Escherichia coli and Haemophilus influenzae are also common
pathogens. In children up to 5 years Haemophilus influenzae is the most common cause of
haematogenous joint sepsis. Gram-negative intestinal bacteria are also common pathogens
in the elderly and those with diabetes mellitus or prosthetic joints. In cases of penetrating

injury, and in intravenous drug abusers, infection with Pseudomonas aeruginosa or
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Staphvlococcus epidermidis arc often found. In healthy young adults Neisseria
gonorrhoeae or meningococcal infection are sometimes the cause of septic arthritis.
Chronic low grade septic arthritis, especially in the spine, can be the result of infection
with micro-organisms such as Mycobacteria or Brucella abortus. Furthermore, within
acquired immune deficiency syndrome sufferers the runge of joint pathogens is diverse.

Some of the most common septic arthritis pathogens include, but are not limited to,
(1) Gram positive: Staphylococcus aureus (80% cases), Streptococcus
pyogenes/prneumoniae; (2) Gram negative: Haemophilus influenzae, Neisseria
gonorrhoeae/meningitidis, Pseudomonas aeruginosa, Bacteroides fragilis, Brucella
species, Salmonella species, fusiform bacteria; (3) acid-fast bacilli: Mycobacterium
tuberculosis, atypical mycobacteria; and (4) Spirochaetes: Leprospira
icterohuemorrhagica.

Accordingly, the term "septic arthritis” as used herein and in the claims includes
infections of the joint and surrounding tissues causcd by the above listed pathogens as well
as any other pathogens having the ability to infect the joint and surrounding tissucs.
Surrounding tissues include, but are not limited to, surrounding muscle, related tendons,
connecting bones, bursae, tendon sheaths, synovium, synovial fluid, and rclated cartilage.

The term "treating septic arthritis” includes eradication of the pathogens/bacteria
causing the underlying infection associated with septic arthrilis, inhibition of bacterial
growth, reduction in bacterial concentration, reduction in recovery time from infection,
improvement, elimination, or reduction of symptoms of infection such as swelling,
necrosis, fever, pain, wcakness, and or other indicators as are sclected as appropriate
measures by those skilled in the art.

Scptic joints are usually trcated for four to six weeks while infected arthroplasties
are treated for four to six weeks or more. (Calhoun et al., Am. J. of Surgery 1989, 157:
443-449, Calhoun et al., Archives of Otolaryngology - Head and Neck Surgery 1988; 114:
1157-1162, Gordon er al., Antimicrob Agents Chemother 2000, 44(10). 2747-2751,
Mader et al., West J Med 1988; 148: (5)568, Mader et al., Orthopaedic Review 1989; 18:
581-585, Mader et al. Drugs & Aging 2000; 16(1): 67-80). These lengthy antibiotic
trcatments become even more problematic when drug resistant bacteria, such as
methicillin-resistant Staphylococcus aureus, is present.

Prior to characterization of the pathogen, treatment of septic arthritis in adults

usually begins with 2 gm cloxacillin given intravenously or intramuscularly every six
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hours in combination with 1-2 gm ceftriaxone every 24 hours. In children over two
months, treatment includes cloxacillin intravenously or intramuscuiarly at 25-50 mg/kg up
to a maximum of 2 gm every six hours in combination with cefiriaxone 25-50 mg/kg up to
a maximum of 2 gm every 24 hours. In neonates, treatment includes cloxacillin
intravenously or intramuscularly at 50-75 mg/kg up to a maximum of 2 gm intravenously
cvery cight hours. Other antibiotic treatments include cefotaxime, flucloxacillin, benzyl
and penicillin.

Once the pathogen has been identified, the common course of treatment is bused
on the infecting pathogens present. For example, when it is determined that the infcction
comprises Staphylococcus aureus, septic urthritis is often treated with cloxacillin
intravenously every six hours, or cefazolin every eight hours, or clindamycin every eight
hours, the chosen treatment lasting for two to three weeks. Methicillin-resistant S. awreus
is treated with parenterally administered vancomyein.

Antibiotic treatment of osteomyelitis and septic arthritis is still a challenge for the
physician. Many orthopedic infections are acquired in the nosocomiat environment
(Holtom et al., Clin Orthop 2002; 403: 38-44). Further, the causative agents of such
infections arc often multi-drug resistant. Staphylococci arc the most common nosocomial
and drug resistant organisms, but gram negativc pathogens may be involved as well
(Cunha, Clin Infect Dis 2002; 35: 287-293).

Infections due to methicillin-resistant Staphylococcus aureus, compared with those
due to methicillin-susceptible S. qureus, are more difficult to treat and may have a poorer
prognosis (Cosgrove et al., Clin Infect Dis 2003; 36: 53-59). Therapeutic options for
these infections are limited. The only drugs with a constant efficacy against all the
staphylococcal strains, and which have been extensively studied in the treatment of bone
infections, are glycopeptides. Unfortunately, resistance to these antibiotics has been
already recognized as a major problem in the treatment of gram positive pathogens.
Enterococci resistant to vancomycin are diffused worldwide and such a resistance has
been demonstrated as potentially transmittable to other gram positive organisms in vitro
(Noble, et al., FEMS Microbiology Letters 1992; 72:195-198). Moreover, sporadic strains
of vancomycin-resistant Staphylococcus aureus have been isolated in several countries
(Hiramatsu, Am J Med 1998; 104:78-10S, Hamilton-Miller, Infection 2002; 30: 118-124).
Therefore, the availability of alternative antimicrobial agents for the treatment of multi-
drug resistunt pathogens is of paramount importance.

I
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Tigecycline (formerly and often still referred to as "GAR-936") is a 9-1-
butytglycylamido synthetic derivative of a new class of antibiotics called glycyleyclines.
This new class of tetracycline derivatives has demonstrated excellent in vitro activity
agains! a large number of gram positive and gram negative, aerobic and anacrobic
organisms, including methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), vancomycin-
resistant enterococci {including Enterococcus faecalis), penicillin-resistant/macrolidc-
resistant pncumococei, Prevotella spp., peptostreptococci, and Mycobacterium spp.
(Boucher et al., Antimicrob Agents Chemother. 2000; 44(8): 2225-2229, Gales et al.,
Antimicroh Agents Chemother. 2000; 46: 19-36, Goldstein et al., Antimicrob Agents
Chemother. 2000, 44(10): 2747-2751). Tetracyclines are bacteriosiatic agents, which act
to inhibit bacterial protein synthesis. The glycylcyclines have been developed to
overcome the bucterial mechanisms of resistance to tetracyclines, even though their exact
mechanism of action has not yet been determined (Rasmussen et al., Antimicrob Agents
Chemother 1995; 38 1658-1660).

Tigeeycline concentrates in bone, bone marrow, joint, and synovial fluid as well as
many other organs and tissues of interest. Furthermore, it has been discovered that
tigecycline concentrates in infected portions of the above described tissues. Studies of the
pharmacokinetics of intruvenous tigecycline in humans have shown that there is a rapid
distribution phase, with a prolonged half-life (40 to 60 hours) and a high volume of
distribution at steady state (7 to 14 L/kg). Animal studies with radiolabeled tigecycline
suggest that this rapid distribution phase and high volume distribution at stcady state
represent penetration of tigecycline into tissues including lung and bone.

For example, the distribution of tigecycline in ret tisgsues has been shown in
Sprague-Dawley rats when given ['*C] tigecycline at a dosage of 3 mg/kg by 30-minute
IV infusion. In gencral, mdioactivity was well distributed to most tissues, with the highest
overall exposure observed in bone. Exposure in tissues showing the highest
concentrations were as follows: bone>bonc marrow>salivary gland, thyroid, spleen, and
kidney. In each of these tissues, the ratio of area under the concentration-time curve
(AUC) in tissue to AUC in plasma was greater than 10. In this study, the ratio of AUC in
the rat lung to AUC in the plasma was 4.4. Additionally, it has heen demonstrated that
intravenously administered tigecycline penetrates bone tissue in humans and intravenous

administration extends concentration of tigecyeline in synovial fluid in human over time.
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The inventors have discovered that tigecycline is a useful treatment of
ostcomyelitis and seplic arthritis. The antimicrobial spectrum is broad, including all the
pathogens found in nosocomial bone and joint infections. The pharmacokinctic properties
are favorable, since the drug may be administered twice daily. Moreover, bone
penctration and drug lcvels above the minimum inhibitory concentration (MIC) werc
found in almost every sample collccted. Minimum inhibitory concentration is a method of
determining the efTicacy of a compound in inhibiting bacterial growth. It is the lowest
concentration of an antimicrobial agent that inhibits growth of 2 micro-organism and
should correspond to concentrations required in sera of the mammal for the most minimal
treatment. Additionally, tigecycline provided a good safety profile in humans,
demonstrating that the antimicrobial should be suitable for clinical studies on orthopedic
infections.

Accordingly, one aspect of the invention provides a method for trealing infeclions
of the bone, bone marrow, joint and surrounding tissue, and a method for treating
osteomyelitis and/or septic arthritis in a mammal by administering to the mammal a
pharmacologically effective amount of tigecycline. The bone, bone marrow, joint and
surrounding tissue infections and osteomyelitis and/or septic arthritis and maybe caused by
any of the commonly found pathogens, such as the pathogens discussed above, which
include gram negative bacieria, gram positive bacteria, anaerobic bacteria and serobic
bacteria. For example, the infection may be comprised of, but not limited to,
Staphylococcus, Acinetohacter, Mycobacterium, Haemophilus. Salmonella, Streptococceus,
Enterobacteriaceae, Enterococcus, Escherichia, Pseudomonas, Neisseria. Rickettsia,
Pneumococci, Prevotella, Peptostreptococer, Bacteroides Legionellu, beta-hacmolytic
streptococei, and group B streptococcus. In preferred embodiments, the infection is
comprised of Neisseria, Mycobacterium, Staphviococcus, and Huemophilus. In more
preferred embodiments the infection is comprised of Escherichia coli, Neisseria
meningitidis, Neisseria gonorrhoeae. Mycobaclerium tuberculosis, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneiimoniae,
Haemophilus influenzae, Enterococcus faecium, Rickeltsia prowazekii, Ricketisia typhi,
Rickettsia rickettsii, Mycobacterium leprae, Mcyobacterium abscessus, or Mycoplasmu
pneumoniae.

In one embodiment of the present invention there is provided a method of treating

infections of the hone, bone marrow, joint and surrounding tissue, and a method for
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trealing osteomyelitis and/or sepric arthritis cuused by the bacterial strains (such as thosc
described above) thut demonstrate antibiotic-resistance by administering a
pharmaceutically effective amount of tigecycline. For example, the exhibited resistance
may be, but is not limited to, methicillin resistance, glycopeptide resistance, tetracycline
resistance, oxytetracycline resistance, doxycycline resistance; chlortetracycline resistunce,
minocycline resistance, glycylcycline resistance, cephalosporin resistance, ciprofloxacin
resistance, nitrofurantoin resistance, trimethoprim-sulfa resistance, piperacillin/tazobactam
resistance, moxifloxacin, vancomycin resistance, teicoplanin resistance, penicillin
resistance, and macrolide resistance.

In a preferred embodiment, the glycopeplide resistance is vancomycin resistance.
In another preferred embodiment, the infection is comprised of S. aureus exhibiling
resistance from either glycopeptide resistance, tetracycline resistance, minocycline
rcsistance, methicillin resistance, vancomycin resistance or resistance 1o a glycylcycline
antibiotic other than tigecycline.

In another preferred embodiment, the infection comprises Acinetobacrer
buwmannii that may or may not exhibit antibiotic resistance such as cephalosporin
rcsistance, ciprofloxacin resistance, nitrofurantoin resistance, trimethoprim-sulfa
resistance, and piperacillin/tazobactam resistance. In another embodiment, the infection is
comprised of Mycobacterium abscessus that may or may not exhibit moxiftoxacin
resistance.

in treatment of humans and other mammals, tigecycline is most commonly
administered intravenously, although other administration paths are available to one of
skill in the art. Doses of up to 100 mg administered during a one-hour infusion can be
tolerated in human subjects. Twice-daily administrations over nine days of 75 mg or more
in 200 ml infusions over one hour to subjects having been fed 30 minutes before infusion
resulied in gastrointestinal intolerance in all subjects including nausea and vomiting.
Twice-daily administration of 25-50 myg in 200 ml infusions over one hour was tolerated.
A single infusion of 100 mg was also tolerated resulting in mean peak serum
concentrzations of 0.9 to 1.1 micrograms/ml.

Administration of 14 mg/kg twice daily to New Zealand White Rabbits resulted in
steady Jevels higher than the minimum inhibitory concentration. See Figure 1. The
minimum inhibitory concentrations (MIC) and minimum bactericidal concentrations

(MBC) for tigecycline for the MRSA strain used in this study were less than 0.2 pg/ml and
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0.2 p/mt, respectively. Measuring the MBC provides a method of determining the
efficacy of a compound in Killing bacteria. The MBC technique establishes the lowest
level of a bactericidal agent that will kill at least 99.9% of the organisms in a standard
inoculum,

MIC and MBC were determined by Mercier et al. for tigecycline against vancomycin
resistant £. faecium to be 0.125 pg/mi and between 16 and 32 pg/mi, respeclively. Fu.r S.
aureus. minimum inhibitory concentrations and minimum bactericidal concentrations werc
between (.25 and 1 pg/ml and 16 and 64 pg/mi, respectively. In a compassionate use
study, the inventors found the minimum inhibitory concentration of tigecycline against M.
ahcessus in a human patient to be 0.25 pg/ml.

In mammals, methicillin-resistant S. aureus may be treated with tigecycline in the
range of 5 mg/kg to 60 mg/kg twice daily, more preferably 10 mg/kg to 40 mg/ky, more
preferably 12 mg/kg to 20 mg/kg. Appropriate dosages for treatment of other pathogens
will be apparcnt to one of skill in the art.

In a compassionate use study, one human patient suffered from spina bifada with
resultant paraplegia. The patient was scverely allergic to sulfa drugs and presented with
methicillin-resistant bactercmia from infected heel decubitis. The patient also had skin
brecakdown over the right ischium. The ulcer was debrided, but it did not heal. An MRI
revealed osteomyelitis and a section of the bone was positive for infection from
Acinetobacter baumannii.

The A. baumanii was resistant to cephalosporins, ciprofloxacin, nitrofurantoin, and
demonstrated intermediate resistance to trimethoprim-sulfa and piperacillin/tazobactam.
The organism was susceptible to imipenem, geniamicin, and tobramycin. The patient was
trealed with meropenem and tobramycin. Meropenem was later replaced with aztreonam
due to cosinophilia. Azireonam was later discontinued because of persistent costnophilia.
Tobramycin was also discontinued because of increased creatinine. The patient was then
treated with tigecycline for two monihs with either 50 mg every 12 hours or 50 mg every
24 hours. Within one month of receiving treatment with tigecycline, an MRI showed
resolution of the osteomyelitis and marked improvement was seen in fluid collected from
right ischial area. The patient was reported doing well ten weeks post treatment with
ligecycline.

In another compassionaie use study, a patient with anhydrotic ectodermal dysplasia

with immunodeficiency had a thrce and one-half year history of vertebral osteomyelitis
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with 8 Mycobucterium ubscessus infection. Debridement was accomplished after one year
of infection with placement of hardware. The patient showed some impravement with
cefoxitan, clarithromycin, and amiikacm. The amikacin was later stopped due to renal
damage. Linezolid and azithromycin were later added to the treatment regimen. The
organism was determined to be resistant to moxifloxacin.

The patient prescnted later with a new vertebral osteomyelitis just above the sitc of
the old infection. A biopsy was performed and it was determined that no additional
debridement was needed. The organism was found to be sensitive only to cefoxitin. It
was determined that an additional antimicrobial agent would be helpful and the organism
was found 1o be susceptible to tigecycline. Tigecycline was administered up to MIC 0.25
micrograms/ml. The patient’s white blood cell count was normal while
hypogammaglobulincmia was present and lymphocytic function decreased. The patient
had also been under treatment with [L-12, but [L-12 was held during antibiotic treatment.
The patient was reporied to be doing well a year afler the treatment.

Another embodiment of the present invention provides a method of treating
infections of the bone, bone marrow, joint and surounding tissue, and a method for
treating osteomyelitis and/or septic arthritis in a mammal, preferably a human, comprising
administering to the mammal a pharmacologically effective amount of tigecycline and an
antimicrobial agent from the ansamycin family, which includes the rifamycin and the
streplovaricin groups of antibiotics. The rifamycin family includes rifampin, rifapentine,
rifaximin, and preferably, rifampin. These macrocyclic antibiotics have bactericidal
activity because of their propensity for binding to RNA polymerase. These antibiotics are
useful in combination with tigecycline because they effect different steps in bacterial
protcin synthesis. While the rifamycins cffect the activity of RNA polymerase and limit
production of messenger RNA, tigeeycline effects the activity of ribosomes and the
production of proteins from the messenger RNA. The mode of action of tigecycline
appears o be related to inactivation of the 70S ribosomes through binding to a
tetracycline-binding site in the 30S ribosomal subunit with a somewhat different
oricntation than does tetracycline. (Bauers e al., J. Antimicrob Chemother. 2004, 53(4):
592-599).

The present inventors have discovered that tigecycline in combination with an
antibiotic of the rifamycin class of antimicrobials provides additive antimicrobial effect in

infected tissue. In an investigation with rabbits inoculated at the tibia with methicillin-
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resistant S. aureus, treatment of osteomyelitis with tigecycline in combination with
rifampin demonstrated no infection in bone in 10 rabbits while controls showed infection
in |1 of 15 rabbits. Treatment in bone marrow also demonstrated no infection in 10
rabbits while controls showed 5 infccted rabbils of 15 rabbits tesied. Furthermore,
treatment of osteomyelitis in rabbits with tigecycline alonc demonstrated infection in the
bone of one rabbit of’ 10 and no infection in the marrow.

In mammals, rifampin treatment may be in the range of 10 mg/kg to 100 mg/kg
twice daily, more preferable it may be in the range of 20 mg/kg to 70 mg/kg twicc daily,
more preferably it may be in the range of 30 mg/kg to 50 mg/kg twice daily. In New
Zcaland Whilc rabbits infected with MRSA, treatment of 40 mg/kg resulted in bactericidal
activity. The minimum inhibitory concentralion and minimum bactericidal concentration
levels for rifampin against the MRSA strain were 0.78 pg/ml and 1.56 pg/ml, respectively,
yielding a ratio of 0.5.

Human oral administration of rifampin is available with capsules of 150 and 300
my. Following a single 600 mg dose in healthy human adults, peak serum concentrations
averaged 7 micrograms/ml but with wide variance from 4 to 32 micrograms/ml.
Administration of 600 mg intravenously to healthy human adults over 30 minutes resulted
in mean peak serum concentrations of about 17 micrograms/mil.

Administration of tigecycline is preferably administered intravenously or
intramuscularly, while rifampin may be administered intravenously, intramuscularly,
orally or by other means of administration known to the art such as fransbuccal.
intrapulmonary or transdermal delivery systems. Co-administration may include a
combination of any of these mcthods. For example, tigecycline may be administcred
intravenously while rifampin may be administered orally. Co-administration includes
simultaneous or sequential administration, in any order and does not necessarily imply
administration at the same time or same day or same timec course schedulc, Preferably,
concentrations of both tigecycline and rifampin are concurrently maintained well above
the minimum inhibitory concentration.

In a trial by the inventors, a group of rabbits infected with methicillin-resistant §.
aureus and treated with tigecycline showed lower colony forming units in bone and
marrow than the infected, untreated control group or the group treated with vancomyein at
the end of the treatment period. The MIC and MBC for tigecycline (0.2 ug/ml) were
lower than that of vancomycin (0.39 pg/m! and 0.78 pg/ml), which is more conducive to
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the resolution of osteomyelitic infections. The association of tigecycline and rifampin
allowed the complete eradication of bacteria from the bone and marrow, whereas in the
vancomyecin plus rifampin group a sample was still positive. See Figure 3. Treatment was
successful with subcutaneous administration of 14 mg/kg of tigecycline twice daily and

5 orual administration of 40 mg/kg of rifampin twice daily. These data demonstrate that
osicomyelitis in rabbits with methicillin-resistant S. aurens infection is effectively treated
with a combination of tigecycline and rifampin.

Accordingly, given the disclosure presented herein, such ns the dose and treatment
regimens (i.e. length and mode of administration, and time course of therapy) used in the

10 above described compassionate use studies, typical dose and treatment regimens of
common antibiotics administered to patients to treat infections with the listed pathogens,
and dose and treatment regimens used in the rabbit study, one skilled in the art would
appreciate the appropriate dose and treatment regimen fo administer to 2 mammal o
achieve a pharmacologicelly effective amount of tigecycline and/or additional

15 antimicrobrials such as rifampin, to treat osteomyelitis and/or septic arthritis. One skilled
in the art would appreciate that factors such as the cxtent of the infection, overall health,
weight, and age of the paticnt would effect the desired dose and treatment regiment.

The term "pharmacologically effective amount" means, consistent with
considerations known in the art, the amount of antimicrobial agent c{Tective to achicve a

20  pharmacologic effect or therapeutic improvement without undue adverse side effects,
including but not limited to, inhibition of bacterial growth, reduction in bacterial
concentration, reduction in recovery time from infection, improvement, elimination, or
reduction of symptoms of infection or other discase such as swelling, necrosis, lever, pain,
weakness, and or other indicators as are selected as appropriate measures by 1hose skilled

25 intheart.

Another embodiment of the present invention provides the use of tigecycline with
or without an antimicrobial agent selected from the group consisting of rifamycin,
rifampin, rifapentine, rifaximin, or streptovaricin (preferably rifampin) for the
manufacture of a medicament for treatment infections of the bone, bone marrow, joint and

30 surrounding tissue, and osteomyelitis and/or septic arthritis in a mammal, preferably a
human.

Another embodiment provides a pharmaceutical composition for the treatment of

infections of the bone, hone marrow., joint and surrounding tissue, and osteomyelitis
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and/or septic arthritis in a mammal, preferably a human, comprising tigecycline, with or
without an antimicrobial agent selected from the group consisting of rifamycin, rifampin,
rifapentine, rifaximin, or streptovaricin (preferably rifampin), and pharmaceutically
acceptable diluents, preservatives, solubilizers, emulsifiers, adjuvants and/or carriers
conventionally used in pharmaceutical and veterinary formulations. The present
pharmaceutical formulations may be adapted for administration to humans and/or animals.

Another embudiment of the present invention provides the use ol tigecycline with
or without an antimicrobia! agent selecied from the group consisting of rifamycin,
rifampin, rifapentine, rifaximin, or streptovaricin (preferably rifampin) for menufacture of
a medicament for treatment of infections of the bone, bone marrow, joint and surrounding
tissue, and osteomyelitis and/or septic arthritis in a mammal, prefcrably a human,

It is to be understood that in the various embodiments of the present invention,
tigecycline and/or rifampin or other antimicrobials may by present as pharmaceutically
acceptable salts thercof. For cxample, such salts may include but are not limited to the
hydrochloride, sulfate or phosphate salts. They may also include the acetate, citrate or
lactate salts, for example.

The medicament or phurmaceutical composition is administered at a dose to
achicve a pharmacologically effective amount of the tigecycline and a phanmacologically
cffective amount of an antimicrobial agent selected from the group consisting of
rifamycin, rifampin, rifapentine, rifaximin. or streptovaricin (preferably rifampin). The
phanmaccutical composition and/or medicament further comprise pharmaceutically
accepliable diluents, preservatives, solubilizers, emulsifiers, adjuvants and/or carriers.
Thesc may include but are not limited 1o, saccharose, mannitol, sorbitol, lecithins,
polyvinylpyrrolidones, microcrystalline celluloses, methylcelluloses,
carboxymethylcelluloses, hydroxyethylcelluloses, hydroxypropyl celluloses; starches,
polyacrylates, ethylceliuloses, hydroxypropyl cellulose, hydroxypropylmcthylcellulose
and their derivations, triacetin, dibutylphthalate, dibutylsebacate, citric acid esters,
polyethyleneglycols, polypropyleneglycols, polyvinylpyrrolidone, lactose, sucrose,
magnesium stearate, talc, or silicone oil.

For aral administration, the pharmaceutical formulations may be utilized as, for
example, tablets, capsules, emulsions, solutions, syrups or suspensions. For parenteral
sdministration, the formulations may be utilized as ampoulcs, or otherwise as suspensions,

solutions or emulsions in aqueous or oily vehicles. The need for suspending, stabilizing
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and/or dispersing agents will of course take into account the solubility of the active
compounds in the vehicles which are used in particular embodiments. The formulations
may additionally contain physiologically compatible preservatives and antioxidants.

The pharmaceutical formulations may also be utilized as suppositories with
conventional suppository bases such as cocoa bulter or other glycerides. Alternatively, the
formulations may be made available in a depot form that will relcase the active
composition slowly in the body, over a pre-selected time period.

The following examples are given for the purpose of illustrating various
embodiments of the invention and are not meant to limit the present invention in any
fashion.

EXAMPLES

EXAMPLE 1: Treatment of osteomyelitis in rabbits with tigecycline

This example shows the treatment of osteomyelitis in rabbits with tigecycline and
tigecycline in combination with rifampin. Comparison studies with vancomycin and the .
combination of vancomyein with rifampin were also performed. Data demonstrate
improved antimicrobial efficacy with tigecycline over vancomycin, and with tigecycline in
combination with rifampin over vancomycin in combination with rifampin. Additionally,
tigecycline in combination with rifampin provided complete protection against methicillin-

resistant S. aureus within its test group.

Generation of Standard Curves for Diffiusion Bioassays
Normal NZW rabbit scrum (Fisher Scientific) and normal, uninfected rabbit tibia

bone were used to generate standard curves for tigecycline (Wyeth-Ayerst Research, Pearl
River, New York), vancomycin (Abbott Laboratories, Chicago, Illinois), and rifampin
(Merrell Pharmuceuticals inc. Kansas, Missouri). Bioassays were performed with each
drug 1o generate the standard curves for antibiotic concentration in serum and/or tibial
bone.

The organism used for the bioassay was Bacillus cereus ATCC11778. Serum
standards were prepared using two-fold serial dilutions with either antibiotic to yield
concentrations of 25 pg/mi to 0.20 pg/ml drug in Normal NZW rabbit serum. Bone cluaie
standards were prepared for tigecycline by thoroughly cleaning noninfected rabbit tibias
with 70% ethanol in a sterilized fume hood. Each tibia was broken into small chips of
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approximately 0.5 cm? using a grinder. The chips were placed into a sterile, 50 ml conical

centrifuge tube and weighed. One milliliter of sterile, 0.9% normal salinc was added for
cach gram of bone chips. The solutiun was thoroughly vortexed for iwo minutes. The
resulting bonc ejuate was allowed to shake at 180 rpm in a cold room at 4°C, for 12 hours.
The samples were centrifuged at 4000 rpm for 3 minutes prior to assay, to pellet the chips.

The diameter of the zone of growth inhibition around each well was measured, in
millimeters. A standard curve was generated for tigecycline concentration in both serum
and bone cluate and for vancomycin in serum by plotting the known antibiotic

concentration against its resulting zone of inhibition measurement.

Pharmacokinetics of Tigecycline

A haseline group of 6 uninfected rabbits were subcutancously administered 14
my/kg tigecycline, rcconstituted in sterile water, every 12 hours, for a period of 8 days.
Blood samples were drawn ai the following approximatc intervals, post-initial antibiotic
treatment: | hour, 3 hours, 6 hours, 12 hours, 171 hours and 180 hours (time of sacrifice).
One-half milliliter of blood was callected with standard techniques. Samples werc
immediately placcd into sterile, 1.5 ml centrifuge tubes. Following euthanasia, both tibias
were thoroughly cleansed with 70% ethanol and then harvested, after removal of ali soft

tissue. Tibias were placcd into separate, sterile 50 ml centrifuge tubes and stored at -70°C,

Serum samples were siored at -70°C unti} the bicassay was performed. Bone
samples were prepared as previously described. Seeded agar plates were prepared and
samples were [oaded in triplicate, 1o the seeded plates and incubated at 30°C for 18 hours.
The diameter of the zone of growth inhibition around each well was measured and

concentrations of tigecycline were extrapolated from the standard carve,

Minimum Inhjbitory Concentration and Minimum Bactericidal Concentration
Determinations

The minimum inhibitory concentrations (MIC) of tigecycline, vancomycin and
rifampin were determined using an antibiotic two-fold tube-dilution method. The
minimum bactericidal concentrations were also determined. The limits of sensitivity of
this method were 25 pg/ml to 0.20 ug/ml.
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Induction of Tibial Osteomyelitis

A localized S. aureus osteomyelitis was percutaneously induced in the left lateral
tibial metaphysis of all rabbits within all six study groups. The strain of methicillin-
resistant S. aurens was obtained from a patient with osteomyelitis undergoing treatment.

Preparution of the Infective Media: §. aureus was incubated overnight in Mueller
Hiuton Broth(Difco Laboratories, Detroit, Michigan) medium spiked with 40 ug/ml
oxacillin, at 37°C. The bacterial concentration of the culturc was adjusted to 107
CFUs/ml.

Rabbit Infection Procedure: New Zcaland white rabbits (Ray Nicholl's Rabbitry,
Lumberton, Texas), eight to 12 weeks old and weighing 2.0 10 3.5 kg, were utilized for the

study. After anesthesia was given, an 18-gauge needle was inserted percutaneously

through the lateral aspect of the left tibial metaphysis into the intramedullary cavity. Next,

0.15 m! of 5% sodium morrhuatc (American Regent Laboratories, Inc., Shirley, New
York), 0.1 ml of S. aureus (10’ CFU/ml), and 0.2 ml of sterile, normal salinc, 0.9%, were
injected sequentially. The infection was allowed to progress for 2 weeks, at which time
the severity of osteomyelitis was determincd radiographically (Table 1).

Treatment Groups: At the end of two weeks, post infection, the rabbits with
localized proximal tibial osteomyelitis (confirmed radiographically as Grades 2-4) were
separated into six study groups. Group 1 (control group): infected but left untreated for the
duration of the study. Group 2: rabbits were treated for 4 weeks with subcutaneous
vancomycin ai 30 mg/kg twice daily. Group 3: rabbits were treated for 4 wecks with
subcutaneous vancomycin at 30 mg/kg twice daily plus oral rifampin at 40 mg/kg twice
daily in 0.5% methylcellulose. Group 4: rabbits were treated for 4 weeks with
subcutaneous tigecycline at 14 mg/kg twice daily. Group 5: rabbits were treated for 4
weeks with subcutaneous ligecycline at the same dose as in the rabbils in Group 4, plus
oral rifampin at 40 mg/kg twice daily in 0.5% methylcellulose. Rabbits receiving oral
rifampin (Groups 3 and 5) were given an oral nutritional suppltement (Ensure Plus®,
Abbott Laboratories, Columbus, Ohio) and & Lactobacillus spp. preparation (Kvvet
Supply, 3190 NRoud, David City, Nebraska) daily. Group 6: rabbits were treated for 1
weck with subcutaneous tigecycline at the same dose as in Group 4, but were sacrificed 3
hours after administration of the last dose. At that time, blood and infected bone samples

were collected and tigecycline concentration was determined. Groups | to 5 were left
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untreated for 2 weceks afier treatment phase of the experiment and sacrificed at B wecks

after infeclion.

Radiographic Asscssment
Radiographs of bilateral tibias were taken at inifiation of therapy (2 weeks after

infcction), at the end of antibiotic therapy (6 weeks after infcction), and at sacrifice (8
weeks alter infection). Radiographs were scored according to a visual scale (T'able 1) by
three investigators, cach blinded 10 the ircatment group. and the grades were averaged.

PCT/USHHAZNIRG

TABLE 1

Criteria for Radiographic Osteomyelitis Severity Grading in Rabbits

Grade*

Description of Changes

0

Normal, no change compared with right tibia

1t

Elevation or disruption of periostcum, or both; soft

tissue swetling

2+

< 10% disruption of normal bone architecture

3+

10 - 40% disruption of normal bone architecture

4+

> 40% disruption of normal bone architecture

*Vizgually estimated percentage of disrupted bone.

Determination of Serum Levels of Antibiotic

Peak and trough levels of antibiotic were determined for Groups 2 and 4 at 1 hour
(pcak) and 12 hour (trough) after the initial anlibiotic administration. See Figures 5A and
5B. Antibiotic concentrations were detcrmined by means of a bioassay. Antibiotic

diffusion assay was performed as described above. Concentrations of antibiotic were

cxtrapolated from the respective standard curves.

Dciermination of Bacterial Concentration per Gram of Bone and Bone Marrow
After sacrifice, gross cultures were performed for right and left tibias. Quantitative

counts of S. aureus, in CFUs per gram, of left tibial bone and marrow were determined for

all study groups.
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Culture Preparation: The bone marrow and the intramedullary canal of bilatcral
tibias were swabbed with sterilc cotion tip applicators for gross cultures analysis of left
tibias and quality assurance checks of right tthias. The inoculated applicator was streaked
onto bljood plates and then placed into 5 m| of sterile TSB. The plates and tubes were then
incubated at 37°C for 24 hours and growth and/or turbidity was recorded.

The bone marrow was placed into a sterile, 50 ml centrifuge tube and weighed.
The bone fragments were broken into 0.5 em’ chips, placed into a sterile, 50 ml centrifuge
tube, and the final product weighed. Normal sterile saline, 0.9%, was added ina 3 to 1
ratio {3 ml saline/gram of bone or marrow) and the suspensions were vortexed for 2
minutes. Six ten-fold dilutions of each suspension were prepared with sterile, normal
saline, 0.9%. Twenty-microliter samples of each dilution, including the initial suspension,
was plated, in triplicate, onto blood agar plates and incubated at 37°C for 24 hours. CFUs
were counted at the greatest dilution for each tibia sample. The S. aureus concentration
was calculated in CFUs per gram of bone or bone marrow. The calculated resultant was
multiplied by 3 for bone samples and by 4 for bone marrow, in order to account for their
initial dilutions in saline and for the adsorption of marrow into the saline. The mean log of

the S. aureus concentration for each was calculated.

Statistical Analysis of Experimental Data

The standard deviation and s1andard error of the mean were calculated for all aw
data, including disc diffusion measurements, weight variances, radiograph grades, and
bacterial counts. Linear regression analysis, least squares method, were performed for the
antibiotic diffusion standard curves using the base ten log of the antibiotic concentrations
10 plot the concentration (in ug/ml) versus the zone of inhibition measured (in
millimeters). All subsequent diffusion measurements were extrapolated to

micrograms/milliliter of antibiotic concentration from the stendard curve utilizing the

slope and y-intercept values derived from the least squares calculations.

For the strain of methicitlin-resistant . aureus (inoculum of 10° CFU/ml) uscd in
the study, the minimum inhibstory concentrations and minimum bactericidal
concentrations for tigecycline were less than 0.2 pg/ml and 0.2 ug/ml, respectively. The

minimum inhibitory concentration and minimum bactericidal concentration levels for
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vancomycin were 0,39 pug/mli and 0.78 pg/ml, respectively, yielding MIC/MBC ratio of
0.5. The minimum inhibitory concentration and minimum bactericidal concentrations

levels for rifampin were 0.78 pg/ml end 1.56 pg/ml, respectively, yielding a ratio of 0.5.

Drug Kinetic Levcls in Bone and Serum
All concentrations of antibiotic were derived from the respective standard curves.

The logarithmic trends of the concentrations of tigecycline (14 mg/kg twice daily) in the
sera of uninfecied animals group are shown in Figure 1. The tigecycline, as depicted in
Figure 1, eliminated slowly, maintaining a steady level higher than MIC (0.2 pg/m!) by 12
hour (trough). Peaks and troughs of tigecycline (14 mg/kg twice daily) and vancomycin
(30 mg/kg twice daily) in the serum of infecied rabbils after administration of the
respective drugs are shown in Figures 5a and 5b. The bone concentrations of tigecycline
(14 mg/kg, Bid) in the infected rahbits group were measured separalely in the infected
tibia at the cnd of reatment, in which they averaged (.78 pg/mi +/- 0.01 pg/mi, and in the
uninfected tibia, in which they averaged 0.49 pg/ml +/- 0.0! ug/ml. The difference was
stalistically significant (p < 0.05).

Radiographic Findings

A stage 2 to 4 osteomyelitis, according to Table 1, was induced in all the infected
animals. The initial radiographic gradcs were similar betwcen the groups. The average
grades for tigecycline, tigecycline + rifampin and vancomycin + rifampin groups at t=14
days were gignificuntly greater than the average grades at t=56 days (p<0.05). The control
group showed the Icast amount of improvement radiographically (0.2 +/~ 0.2 or 9.1%).
when compared with vancomycin (0.5 +/- 0.2 or 25%), with tigecycline (0.9 +/- 0.1 or
40.9%), with vancomycin + rifampin (0.9 +/- 0.1 or 40.9%) or with tigecycline + rifampin
(0.8 +/- 0.1 or 40.0%) groups.

Figure 2 depicts the average radiographic severity for each group at t=14 and =56
days. At the end of the study (t=56 days), average radiographic grades were compared
between different groups. The average grades {or tigecycline group, tipecycline +
rifampin group and vancomycin + rifampin group at t=56 days were significantly lower
than the average grades for the control group at t=56 days (p < 0.05). The key for {igure 2
is as follows: Control = control group, no treatment; Vancomyein = subcutaneous

vancomycin treated group; Van + Rifam = subcutaneous vancomycin with oral rifampin
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treated group; Gar-936 = subcutancous Gar-936 treated group; Gar + Rifam =

subcutaneous Gar-936 with oral rifampin treated group.

Bone Cultures

A high percentage of tibias from untreated infected controls (n=15) revealed
positive cultures (80%) for methicillin-resistant Stuphviococcus aureus at a mean
concentration of 9.21 x 10' CFU/g bone. When compared to unireated controls, the
vancomycin group (n=11), tigecycline group and tigecycline + rifampin group all
demonstrated a significantly Jower percentage of positive methicillin-resistant
Stuphylococcus aureus infection. In the vancomycin group, or 2 out of 1 | samples
{18.2%) were positive for MRSA, and the avcrage bacterial concentrution of the group
was 1.4 x 10> CFU/ gram bone (p < 0.05). In the tigecycline group, 1 out of 10 samples
was positive [or methicillin-resistant Staphylococcus aureus and the average bacterial
concentration in the group was 20 CFU/ gram bone, which is lower than either the controls
or the vancomyein group (p < 0.05). One rabbit in vancomycin + rifampin group showed
higher bacteria concentration than the control. The rubbits receiving tigecycline +
rifampin treatment group demonstrated complete eradication of bacteria from the tibia (0.0
CFU/ gram bonc in all the samples). Figure 3 compares the CFU/gram marrow and bone
between all groups. Figure 3 demonstrates that tigecycline and tigecycline in combination
with rifampin were an effective treatment for infection of the hone and infection of the
marrow with respect to controls.

The key for figure 3 is as follows: Control = control group, no treatment;
Vancomycin = subcutaneous vancomycin treated group; Gar-936 = subcutaneous Gar-936
trcated group; Vancomycin + Rifampin = subcutaneous vancomycin with oral rifampin
treated group; Gar-936 + Rifampin = subcutaneous Gar-936 with oral rifampin treated
group.

Adverse Events

Of the 66 infected rabbits, a total of 6 died before completion of treatment. Of the
5 rabbits that died in the tigecycline treatment group, one of them was euthanized at day
19 because of severe impairment of nutritional status. Another rabbit died at the day 17 of
tigecycline ireatment due to gasiroenterocolitis. Three of the rabbits in this group died at

day 28 due (o gastroenterocolitis and intoterance to anesthesia. Onec rabbit in the
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tigecycline + rifampin group died during treatment at day 15 due to gastroenterocolitis.
The gastroenterocolitis was most likely caused by alteration of the normal flora of the
lurge mtestine. All rabbits were monitored weekly for weight variance. The control group
showed the greatcst mean gain (0.58 kg +/- 0.27), vancomycin the second greatest (0.39
kg +/- 0.26), vancomycin + rifampin group the third (0.21 kg +/- 0.32). Tigeeycline
group (-0.05 kg +/-0.32) and tigecycline + rifampin (-0.39 +/- 0.31) group both lost weight
afler the antibiotic treatment. Nearly atl rabbits in the tigecycline group and tigecycline +
rifampin group presented with mild to severe symptoms of gastric dysfunction
approximately 1.0-1.5 weeks post-antibiotic initiation, including decreascd appetite,
dchydration, diarrhea, and/or weight loss. Figure 4A and B show the weight variances
beiween all the groups. The key for figures 4A and B is as follows: Control = control
group, no treatment; Vancomyein = subcutaneous vancomycin treated group; Vanco +
Rifempin = subculancous vancomycin with oral rifampin treated group; Gar-936 =
subcutaneous Gar-936 treated group; Gar-936 + Rifampin = subcutaneous Gar-936 with
oral Rifampin treated group.

As for the safety, a higher number of deaths and side effects were seen in the
groups of rabbits ireated with tigecycline. Enterocolitis due to tigecycline may be caused
by an extensive destruction of the normal microbial flora of the bowel. The symptoms
were attenuated by the administration of oral probiotics. The broad antimicrobial
spectrum of tigecycline, in contrast with the narrower spectrum of vancomyein, may help
cxplain the difference observed beiween the treatment groups.

The count data for each animal in eech tissuc are listed in Table 2. The counts in
the table are averages of triplicate measurements made on cach tissue. Inspection of the
datn in Table 2 rcveals that in treatment groups treated with test articles, the counts in most
or 211 animals were 0. In the control group, non-zero counts were measured in marrow
from 5 of 15 animals and in bone from 11 of 15 animals. There was considerable
variation in the magnitude of the non-zero counts in the control groups, especially for
hone.

The number of positive and negative cultures in each ireatment group, and the p-

values resulting from comparisons to control were was follows:

27



WO 2005/023263

Count of Colony Forming Units Per Gram of Bope and Marrow from Osteomyelitix

Study In Rabbits

TABLE 2

PCT/USIO/ 02898

Treatment Group | Counts (CFU/gm) | Counts (CFL/gm)
Marrow Bone
Control 1 0 238
2 0 0
B 3 83,000,000 97

4 0 0
5 0 5000
6 0 2380
7 610,000 100000
g 22,000 1000
9 0 0
10 0 50
11 1700 1,100,000
12 0 0
13 4400 10,8000
14 0 129
15 0 106.3

Tigecycline 1 0 178.6
2 0 0
3 0 0
4 0 0
5 0 0
6 0 0
7 0 0
8 0 0
9 0 0
10 0 0
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Treatment Group | Counts (CFU/gm) | Counts (CFU/gm)
Marmow Bone
Tigecycline + 0 0
2 0 0
3 0 0
4 0 0
5 0 0
6 0 0
7 0 0
B 0 0
9 0 0
10 0 0
Vancomyein 1 1250 270.3
2 0 13158
3 0 0
4 0 0
5 0 0
6 0 0
7 0 0
B 0 0
4 0 0
5 0 0
6 0 0
7 0 0
8 0 0
9 0 0
10 0 0
11 0 0
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| Treatment Group | Counts (CFU/gm) | Counts (CFU/gm)
Marmrow Bone
Vancomycin + 0 0
2 530,000,000 1,040,000
3 0 0
4 0 0 ]
5 0 0
6 0 0
7 0 0
B 8 0 0
9 0 0
i0 0 0

Data from Rabbit osteomyelitis comparison of tigecycline, vancomycin, and rifampin

In marrow, the proportion of posilive cultures in the tigecycline and tigecycline +

rifampin treatment groups was 0, which in comparison to the proportion of 0.33 (5/15) in

the control group was almost statistically significant (p=0.06) at the conventional p=0.05

level. The proportions in the vancomycin and vancomyein + rifampin groups were not

statistically significantly different from the control group. In bone, the proportion of

positive cultures in each of the groups meated with test articles was statistically

significantly lower than the proportion in the control group.

In an animal model of methicillin-resistant Staphylococeus aureuns, endocarditis, 14

mg\kg bid tigecycline was shown to be more effective than 40 mg\kg vancomycin
(Murphy, Anrimicrob Agents Chemothar 2000; 44(11): 3022-3027). In a rat model,
dosages as high as 80 mg\kg\day were administered. However, in the rabbit model uscd

herein, the administration of dosages higher than 14 mg/kg per day caused relevant

morbidity and monrtality in the animals {data not shown). Therefore, the above cited

dosage was used in this study. Even though the goal was not to study the

pharmacokinetics of tigecycline in rabbits, some drug levels measurements were

performed in order 1o ensurc that an adequate dosage was being used in the animal model.

The data confirm that drug levels in serum were still above the MIC of the staphylococcal

30
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strain used 12 hours after the last administration. Moreover, the drug has displayed a
relevant bone penetration, and thcrapeutic levels of tigecycline have been found in the
infected and uninfected bone. The higher concentration of drug found in the infected bone

is another relcvant finding, which requires further study.

EXAMPLE 2: Distribution of Tigecyeline in Human Tissue after One Iniravenous
Administration of 100 mg.

This cxample shows the penetration of selected tissues in human subjects aRer a
single intravenous administration of tigecycline. The data demonstrate a rapid distribution
phase, with a prolonged half-life and a high volume of distribution at steady state. They
further establish the penetration of bone, synovial fluid, lung, gall bladder. and colon in
human subjects. Penetration improves treatment of bone and joint infections.

Studies of the pharmacokinelics of intravenous tigecycline in humans have shown
that there is a rapid distribution phase, with a prolonged half-life (40 1o 60 hours) and a
high volume of distribution at steady state. Animal studies with radiolabeled tigecycline
suggest that this rapid distribution phase and high volume of distribution ut steady state
represent penelration of tigecycline into tissues including lung and bone. Sprague-Dawley
rats { 18 malcs) were given carbon-14 tigecycline at & dosage of 3 mg/kg by 30-minute
infusion. Concentrations or radioactivily were determined in tissues of 3 rats/time point at
the end of the infusion and at t, 8, 24, 72, and 168 hours afier the end of infusion. For all
tissues, peak radioactivily conccntration were obscrved ai the end of infusion. In gencral,
radioactivity was well distributed to most tissucs, with the highest concentrations as
follows: bone>bone marrow>salivary gland, thyroid, spleen, and kidncy. In each of these
tissucs, the ratio of area under the concentration-time curve in tissue to arce under the
concentration-time curve in plasma was >10.

The objective of this study was to determine the tissue and corresponding serum
concentration of tigecycline at selected time points in lung, colon, gallbladder tissues,
bone, and synovial fluid. Samples were taken from subjcets scheduled for lung, colon,
gallbladder, or bone surgery, or a lumbar puncture who were given a single dose of
tigecycline administered intravenously.

Pre-specified tissue/fluid sampling of either lung, colon, gallbladder, bone, and
synovial fluid was performed on each subject during surgery at 4 hours, 8 hours, 12 hours,

or 24 hours after the start of a single dose of 100 mg tigecycline administered over 30
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minutes. Serum was collected from al! subjects at hour O (before the first dose),
appraximately 30 minutes (end of infusion), and at the time corresponding to tissue/fluid
collections. Tissue and serum concentration was determined according to the meihod set
forth below.

Investigational Parameters for Serum Samples

Samples of human scrum and tissue from study subjects who had received
tigecycline were analyzed according to methods that had been previously validated.
Serum sampics and synaovial fluid (0.2 ml) were mixed with 0.6 ml internal standard in
acetonitrile, thc supernatant evaporated to dryness and the residue reconstituted in 200
microliters mobile phase. Aliguots (10 microliters) of the reconstituted samples were
injected into an LC/MS/MS.

The data was acquired by and analyzed on PE SCIEX “Analyst” version 1.3
sofiware. Linear regression, with 1/x’ weighting was used to obtain the best fit of thc data
for the calibration curves. The lower limit of quantitation was 10 ng/ml for serum and
synovial fluid samples, 10 ng/g for the colon and gall bladder samples, and 30 ng/g for the
bune samples.

Quality control samples (2 s=ts) at low (25 ng/ml), medium (500 ng/ml) and high
(1500 ng/ml), prepared in human serum, were analyzed with each set of serum samplcs.
For colon, gall bladder and lung samples, two sets of quality control samples at 25, 500,
and 1500 ng/g were analyzed with each set of tissue samples. For hone, two sets of
quality control samples at 100, 500, and 1500 ng/g were analyzed with each set of tissue
samples.

The curves were linear in the range from the 10 to 2000 ng/m] for serum and
synovial fluid and [rom the lower limil of quantitation to 2000 ng/g for tissues. A run was
considered successful if no more than two quality control samples were outside the range
of 85-115% of target and no two quality control samples at the same concentration were
outside that range. If two quality control samples at the same concentration were outside
that range, only concentrations between the remaining quality control samples were
reported.
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Materials and Methods for Serum Samples

Tigecycline was measured in human serum using an LC/MS/MS method. The
primary stock solution of tigecycline was prepared at 1 mg/ml by dissolving in methanoi.
A secondary stock solution was prepared from the primary stock solution by diluting to a
concentration of approximately 40,000 ng/ml with acetonitrile. The stock solutions were
stored at =20 °C when not in use. A primary intemnal siandard solution of tert-butyl-d9-
tipecycline was prepared at a concentration of | mg/ml in methanol. A secondary internal
standard stock solution was prepared by diluting the primary stock solution to a
concentration of 100 micrograms/ml in acetonitrile with 0.1% trifluoroacetate added. The
primary and secondary stock solutions were stored at —20 °C. The working intemnal
standard was prepared by diluting to volume with acetonitrile/0.1% trifluoroucetate. The
working internal standard was stored at 4 °C when not in use. On the day of analysis, the
secondary stock solution was brought to room temperature before use to prepared the
standard curve working solutions. The standard curve was prepared at approximately
2000, 1600, 1000, 500, 250, 100, 50, 20, and 10 ng/ml by serial dilution in blank human
serum.

The extraction proccdurc was as foliows: 10 200 microliters of calibrator, quality
control or sample was added 600 microliters of internal standard working solution and
vortex mixed. The samples were centrifuged for 10 minutcs at 13000 rpm to separate the
layers and the supernatant was transfcrred 1o a culture tube. The samples were evaporated
1o dryness in a Speed Vac. The residues were reconstituted by sonicating in 200
microliters of mobilc phase and 10 microliters was injected in the LC/MS/MS.

The LC/MS/MS was composed of HPLC (Agilent 1100), Mass Spectrometer
{Applicd Biosystems AP13000), Column (Aquasil C18, 50 x 2.1 mm i.s., Smicron
(ThcrmoKeystone) with mobile phase of 16% acctonitrile, 6% methanol, 78% water, and
0.1% tetrefluoroacetate, flow rate approximately 0.35 mlmin, injection volume 10
microliters, Detector Conditions: 119 scans in period, MRM scan type, positive polarity,
turbo ion spray source, al low resolution, using nitrogen at 6 psi as a nebulizer gas, a
curtain gas, and a collision gas, with ion energy at 4500 mv, and ionspray temperature at
450 °C. The detector monitored tigecycline and the internal standard.

Samples were analyzed over three analytical runs. On each day of sample analysis,
a complete standard curve was run, along with quality control samples and study subject

samples. Samples that had a measured concentration greater than the highest calibrator
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were diluted by mixing 100 microliters sample with 900 microliters blank kuman serum
and analyzing 200 microliters of the mixture as previously described. Quantification of
tigecycline in serum was achieved by comparizon to a standard curve prepared in the
appropriate matrix and calculated using a (V/cencentration)? weighting factor.

The limit of quantitation for tigecycline was 10 ng/ml. No peaks interfering with
the detennination of any of the tigecycline isomers were detected in any of the pre-dose
samples. All calibrators and quality control samples were within range (85-115% of
target). Results of samples are presented in Table 1. Resulis of standard curves and

calibrators arc presented in Table 4.

Investigational Parameiter for Tissue Samples
Stock solution and internal standard solution was prepared as per investigation

parameters for serum samples above. The standard curve working solutions were prepared
a1 approximately 10000, 8000, 5000, 2500, 500, 250, 100, and 50 mg/ml. On the day of
analysis, 40 microliters of the working solutions were added to 200 1ng of tissuc to
produce calibrators at 2000, 1600, 1000, 500, 250, 100, 50, 20, and 10 ng/ml. Caninc
tissue was substituted for human tissue to preparc the calibrators and quality control
samples. Because of the limited availability of canine gall bladder, canine colon was used
lo prepare the standard curve for the analysis of human gall bladder. Colon was shown to
be an appropriate substitute matrix for the analysis of gall bladder samples.

The cxtraction proccdure was as follows: to 200 mg of calibrator, quality control
or sample was added 3 ml of internal standard working solution and samples werc
homogcnized using a hand homogenizer. The samples were centrifuged for 10 minutes at
14000 rpm to separate the layers and the supematant was transferred to a centrifuge tube.
The samples were evaporated to dryness in 2 Speed Vac. The residues were reconstituted
by sonicating in 200 microliters of mobile phase and 10 microliters was injected into the
LC/MS/MS. LC/MS/MS conditions were the same as those used to analyze serum
samples. Synovial fluid samples were exwracted in the same manner as serum samples.

Samples were analyzed over several analytical runs. On cach day of sample
analysis, a complete standard curve was run, along with quality control samples and
tissues. The standard curve was prepared in the substitute matrix appropriate to the tissue
samples being analyzed. Samples which had a measured concentration greaier than the
highest calibrator (200 ng/g) were homogenized with internal siandard at 10 or 20 times
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the concentration use for the standard curve. An aliquot (300 microliters) (10 fold
dilution) was cvaporated 10 dryness and the samples were reconstituted so that the peak
arca ratios and peak areas were within the range of the standard curve.

Quantification of tigecycline in tissues was achieved by comparison to a standard
curve prepared in the appropriate matrix and calculated using a (1/concentration)’
weighting factor. For synovial fluid, the calibralors werc prepared in phosphate-buffered
saline. A sccond set of calibrators was prepared in an artificial synovial fluid composed of
the following components: 100 mmol/L glucose, 2.03-2.26 g/L hyaluronate and
approximalely 8 g/L albumin adjusted to pH 7.4. The calibration curve prepared in PBS
and the recovery, a correction factor was calculated by performing a linear regression of’
determined concentrations of artificial synovial fluid samples from the PBS curve verses
the theoretical concentration of those samplcs using a power equation (y=y0 +ax®).
Because the determined concentration of study subject samples was in the Jow range of the
calibration curve, only the calibrators from 20 to 500 ng/m! were used to calculate this
regression. The results of this regression showed a strong correlation (r* = 0.9996) and
back-calculated concentrations of the ASF calibrators were between 94 and 122% of their
target valucs over the complcte range of the standard curve (20-2000ng/ml). The
regression equation was then applied to the concentrations of study subject samples from
the PBS standard curve and the corrected concentration of tigecycline in synovial fluid
samples was determined.

The limit of quantitation for tigecycline was 10 ng/ml. Measurable concentrations
of tigecycline were found in atl matrices analyzed. All calibrators and quality control
samples al concentrations similar to the samples were within range (85-115% of target).
Results of samples are presented in Table 4 {tissues) and Table 5 (synovial fluid).

Results

The data demonstrate a rapid distribution phase, with a prolonged half-life and a
high volume of distribution at steady state. They further establish the penetration of bone,
synovial fluid, lung, gall bladder, and colon in human subjects. Additionaily,
concentrations in synovial fluid show rapid distribution and prolonged retention of

tigecycline as compared to data from serum at similar times.
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Resulis of Serum Analysis
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Results of Tlasue Analysis Calculated

PCT/US 2004 /028980

TABLE 4

*RQL. = helow quantitsuve Kim:s of the aagay (32,2 ng/mh)
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EXAMPLE 3: Tissue Distrihution in Rats Treated with Tigecycline
This study was conducted to quantitate [*C)-ligecycline-derived radioactivity in
tissues by whole body autoradiography using phosphor imaging, following a single 30-
25  minute 3 mg/kg intravenous infusion of [*C]-tigecycline 1o male Sprague-Dawley and

Long-Evans rats.

Materials and Methods
Tigecycline was supplied by the Analytical Department, Wyeth-Ayerst Research,
30 Montreal, Canada. ['*C)-tigecycline was supplied by Amersham (Boston, MA).
Radiochcmical purity and specific activity of bulk [**C]-tigecycline wus 98% and 93.6
microCi/mg, respectively.
Sterile watcr was used to make the intravenous dosing solution. The liquid
scinttllation cocktail used in counting the radtoactivity in plasma and urine was Ultima
35  Gold (Packard Instruments Co., Meriden, CT).
A Modcl 3078 Tri-Carb Sample Oxidizer equipped with an Oximate-80 Robotic
Automatic Sampler (Canberra-Packard Co., Downers Grovc, IL) was used for combustion
of blood samples. Permafluor E liquid scintillation cocktail {Packard Instruments Co.,
Meridan, CT), Carbo-Sorb-E (Packard Instruments Co., Meriden CT) carbon dioxide
40  ubsorber and de-ionized water were used to trap radioactive carbon dioxide generated by
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combustion of the sample in the oxidizer. Blood aliquots were wransferred to combusto-
cones and cover pads (Canberra-Packacd Co., Downers Grove, 1L) for combustion.

All radioactivily determinations (dose, blood and plasma) were made using a Tri-
Carb Model 2700 TR liquid scintillation counter (Canberra-Packard Co., Downers Grove,
IL) with an Ultima Gold or toluene standard curve. Counis per minute {CPM) werc
converted to disintegrations per minute (DPM) by use of exlemnal standards of known
radioactivity. The quench of each standard was determined by the transformed spectral
index of an external radioactive standard (TSIE). The lower limits of detection were
defincd as (wice background.

Male Sprague-Dawley and Long-Evans rats were obtaincd from Charles River
Breeding Laboratories, Raleigh, NC, and were quarantined for at least one week prior to
the start of the study. The intravenous dosing solution {1.02 mg/ml) wes prepared by
dissolving 6.90 mg of unlabeled tigecycline and 5.30 mg of ['“C]-tigecycline in 12 m}
sterile water. The dosing solution was diluted and radioassayed directly in Ultima Gold
scintillation counting cocktril (Packard Inc.). All determinations of total radioactivity
were made with a Packerd 2700 TR liquid scintillation spectrometer {Canberra-Puckard
Co.).

The rat body weights ranged from 0.206 to 0.301 kg. All rats received a single 30
minute intravenous infusion dose of {"*CJ-tigecycline via a jugular vein canula, (3 ml/kg, 3
mp/kg as activc moiety, 40 microCi/kg) using a Harvard infusion pump 22 (Harvard
Apparatus, Southnatick, MA). All pumps were calibrated prior to the administration of
the compound. Rats were anesthetized with isoflurane prior to cardiac puncture
exsanguination at the prescribed times after dosing. Spmgue-Dawley and Long-Evans rats
were sacrificed onc per time point at 0.5, 8.5, 24, 72, 168 and 336 hr post-dose.

Conirol whole blood was collected from male Sprague-Dawley rats into tubes
containing sodium heparin. Pooled blood was used to prepure the calibration standards
and quality control samples. The stendards were used to construct the standard curve for
the quantification of radiolabeled drug distribution in tissucs of whole biood cryosections.
The quality controls, which were embedded in the same CMC block with each rat, were
used for assessing intra- and inter-section variation in the thickness of mt whole-body
cryosections.

A 200 microCi/m) stock solution of ['*C]-glucose (New England Nuclear, Boston,
MA) was serially diluted with whole blood from male Sprague-Dawley rats to obtzin
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combustion of the sample in the oxidizer. Blood aliquots were transferred to combusto-
cones and cover pads (Canberra-Packard Co., Downers Grove, IL) for combustion.

All radioactivily determinations (dose, blood and plasma) were made using a Tri-
Curb Model 2700 TR liquid scintillation counter (Canbcrra-Packard Co., Downers Grove,
IL) with an Ullima Gold or toluenc standard curve. Counts per minute {CPM) were
converted to disintegrations per minute (DPM) by use of external standards of known
radioactivity. The quench of each standard was dctermined by the transformed spectral
index of an external radioactive standard (TSIE). The lower limits ol detcction were
defined as twice background.

Male Sprague-Dawley and Long-Evans rats were obtaincd from Charles River
Breeding Laboratories, Raleigh, NC, and were quarantined for at lcast one week prior to
the start of the study. The intravenous dosing solution {1.02 mg/ml) was preparcd by
dissolving 6.90 mg of unlabeled tigecycline and 5.30 mg of [ 'C]-tigecycline in 12 ml
stcrile water. The dosing solution was diluted and radioassayed directly in Ultima Gold
scintillation counting cocktail (Packard Inc.). All determinations of total radioactivity
were made with a Packard 2700 TR liquid scinlillation spectrometer (Canberra-Packard
Co.).

The rat body weights ranged from 0.206 to 0.301 kg. All rats received a single 30
minute intravenous infusion dose of ['*CJ-tigecycline via a jugular vein canula. (3 mi/kg, 3
mg/kg as active moiety, 40 microCi/kg) using a Harvard infusion pump 22 (Harvard
Apparatus, Southnatick, MA). All pumps were calibrated prior to the administration of
the compound. Rats were anesthelized with isoflurane prior to cardiac puncture
exsanguination at the prescribed times afier dosing. Sprague-Dawley and Long-Evans rats
were sacrificed one per time point at 0.5, 8.5, 24, 72, 168 and 336 hr post-dose.

Control whole blood was collected from male Sprague-Dawley rats into tubes
containing sodium heparin. Pooled blood was used to prepare the calibration standards
and quality control samples. The standards were used to construct the standard curvc for
the quantification of radiolabeled drug distribution in tissues of whole blood cryosections.
The quality controls, which were embedded in the same CMC block with each rat, were
used for assessing intra- and inter-section variation in the thickness of rat whole-body
cryosections.

A 200 microCi/ml stock solution of ['*C}-glucose (New England Nuclear, Boston,
MA) was serially diluted with whole bleod from male Sprague-Dawley mats to obtain
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fourteen standards at the following concentrations: 832, 485, 250, 122, 48.6, 24.3, 12.0,
4.72, 2.36, 0.853, 0.638, 0.405, 0.327, and 0.221 nCi equiv./ml. The low, mid and high
GCs concentrations were 12.39, 25.9 and 508 nCi equiv./mi.

Imumediately following cuthanasia, each rat was totally immnecrsed in a bath of
hexane and dry ice (-75 °C) until frozen. Each carcass was dried and stored at -30 °C until
emhedded. Each animal was embedded in a mold {15 cm x 45 cm) by adding low
viscosity, 10% carbosymethylcellulose (CMC) and frozen by placing the stage in a
hexane-dry ice mixture. )

Frozen blocks were transferred to the Jung Cryomacrocut 3000 (Leica Instruments
GmbH, Nussloch, Germany) and allowed to equilibrate overnight to the cryotome internal
temperature for at least 12 hours before sectioning.

Each frozen rat was sagitally sectioned at —20 °C. A sufficient number ol sections
were collected to ensure sampling of all tissues of interes1. The sections were dchydrated
ovemight in & eryochamber and then rapidly transferred to a dessicator containing CaSO4
to prevent condensation of almospheric moisture while equilibrating to room temperature.
The sections were mounted on cardboart! and labeled with ['*C)-labeled black ink with a
unique identification number. Radioactive ink was prepared with equal volumes of India
Ink and [‘*C]-CL-284846 (100 microCi/ml). A small piecc of Scotch tape was placed over
the dried radioactive ink to prevent the contamination of the storage phosphor screcns.

Phosphor imaging plates, BAS-SR 2025 (Fuji Photo Film Co., Japan) were
cxposed to bright visible light for 20 minutes using an IP eraser (Raytcst, USA Inc., New
Castle, DE) to remove background radiation. Sections and calibration bload stundards
were concurrently placed in direct contact with Ips and cxposed for 7 days. All scctions
were stored at room temperature in a lead shiclding box to minimize background levels.
Phosphor images were generated using a Fujifiim BAS-5000 Bio-Imaging Analyzer and
yuantitated by MCID M2 Softwarc, version 3.2 (Imaging Research Inc., St. Catherines,
Ontario, Canada). The STDs and QCs were analyzed using the circular sampling tool in
the MCID softwarc program. Arcas of interest in whole-body sections were manually
outlined with the regional sampling tool to generate count data.

Radioactive concentrations in sclect tissues were determined by digital analysis of
the resulting autoradiograms on the basis of a calibration curve. A calibration curve of
stated concentrations (nCi/g) verses MCID response, photostimulated light/mm? (PSL/

tnm’-minus background converted to nCi/g) for each standard was generated by weighted

41



10

15

20

25

30

WO 2005/023263 PCT/USIHHAZAINO (,;

(1/x*) linear regression analysis. The linear regression curve was then used to determine
the concentration of unknown radioactivity of study samples. The regions of interest
(ROT) which visually exhibited levels of radioactivity were individually outlined or
autoscanned with sampling tools to obtain radioactivity concentrations. To determine the
limit of quanititation for QWBAR, coefficients of vuriation from blood standards tested
were determined, and the limit of quantitation was defined as the lowest concentration at
which the cocflicients of variation did not exceed [5%.

Plasma aliquots were combined with 10 ml of Ullima Gold™ scintillation counting
cocktail (Packard Inc.) and directly counted. Biood samples were combusted using a
Model 307 sample oxidizer (Packard Instrument Company). The resulting ['*C]O; was
trapped in Carho-Sorb®, scintitlation cocktail (PermaFlour®E+) was added, and the
samples were quantitated by LSC.

Samples were counted in a Packard 2700 TR liquid scintillation spectrophotometer
(Canberra-Packard Co.) for 10 minutes or 0.2 sigma. Counts pcr minute were converted 1o
disintegrations pcr minute by use of a quench curve generated from external standards of
known radioaclivily. The quench of each standard and snmple were determined by full
spectral shift. Limit of quantitation (LOQ) for LSC was defined as two times background.

The pharmacokinetic parameters for ['*C]-GAR-936-derived radivactivity were
calculated using the intravenous infusion (Model 202), Non-Compartment Analysis
Module of WinNonlin. ver. 1.1, (Scientific Consultants, Inc, Research Triangle Park, NC),
which applics & model-independent approach and standard procedures as described in
Gibaldi and Perricr. Gibaldi, Pharmacokinetics, 1982. In determining thc mean
concentralion, zero was substituted for any values that were below the limit of quantitation
(5.10 ng equiv./g). For IV infusion dosing, C30 min was the concentration at 30 minutes,
the first sampling time point. The maximum plasma concentration (Cma,) and the
corresponding time of peak concentration following IV administration were obtained
directly by numerical inspection from the individual concentration-time data. The
terminal half-life was calculated by the ratio of In2/).2 where Az is derived from the
terminal slope of the concentration time curve. The area under the plasma concentration
versus time curve from zero to infinity was calculated uging the trapezoidal rule, where
Cres 18 the last measurable plasma concentration. Tissue to plasma concentration ratios

were calculated according to the following equation: Ciiye/Cpioyms, Where Cipue €quals the
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drug concentration in tissue (ng equiv./g), and Cpixna equals the drug concentration in
plasma (ng equiv./g).

The specific activity of [“C}-tigecycline (base) was determined by gravimetric
assay to be 43.94 uCi/mg (Table 1). The concentration of the dosing solution was 1.02

mg/ml. Animals received an average dose of 3.09  0.11/kg compared to a tarpet dose of

3 mg/kg.

Results

Individual concentrations (ng equiv./g) of total radioactivity in tissues of Sprague-
Dawley rais following 2 3 ing/kg IV infusion of {"C]-tigecycline are represented in Table
6. Pharmacokinctic parameters in tissues are presented in Table 7. Tissue to plasma ratios
arc presented in Table 8.

Individual peak concentrations (Cmay) of total radioactivity occurred at the end of
infusion for virtually all of the tissues. Tissues with the highest concentrations of
radioactivity were kidney (7601 ng equiv./g), liver (7300 ng equiv./g) and splcen (6627 ng
equiv./g) (Table 7). The tissues with the lowest peak concentration of radioactivity were
the brain (54 ng equiv./g) and eyes (108 ng equiv./g) (Table 7). Cmx Was greater than
2000 ng equiv./g for most (70%) tissues. Tigecycline-derived radioactivity at Cqy, was
lower in plasma than in all lissues, except brain, eyes, fat and testes (Table 7). By 24 hrs,
all tissues had higher concentrations of [*C]-tigecycline-derived redioactivity (Table 6)
than plasma except eyes.

Individual tissues concentrations of radioacltivity at 168 hours for most tissues
declined to 1% or less, relative to their Cog,, With the exception of bone, kidney, liver,
skin, spleen and thyroid (Table 6). By 336 hours, most tigsues had concentrations bclow
the quantitation limit (5.10 ng. equiv./g) except bone, kidncy, skin and thyroid. However,
the concentrations in these tissues (bone, thyroid, kidney and skin) were greatly reduced
from Cmy,. In general, tisgue concentrations of [*C]-tigecycline-derived radioactivity in
bone, kidney, skin and thyroid at 336 hours were 19%, 0.18%, 0/43% and 6% of Cp,,
respectively.

Using AUC as a measure of tissue burden, the bonc and thyroid had a much greater
burden than any other tissues. The highest AUC values were in the bone (794704 ng
eq-hr/g), thyroid (330047 ng eq-hr/g), salivary gland (110979 ng eq-hr/g), kidney (70704
ng eq-hr/g), thyroid (33047 ng eq-hr/g), spleen (70522 ng cq-hr/g) and liver (53527 ng
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eq-hr/g). The tissucs with lowest borden were the brain (2865 rig eq-hr/g). fat (3500 ng
eq-hr/g) and testes (10303 ng eq'hr/g). AUC exposure in bone was two-times higher thar
the next highest tissue (thyruid). Tissue:plasma AUC ratio values were grealer than one
for the majornity of the tissues (Table 7).

The lerminal half-life for ['*Cl-tigecycline-derived radjoactivity ranged from a low
of 5 hours in the fai to more than 200 hours in the bone and thyroid, compared with a
plasma 1, of 24 hours (Tablc 7). Tissues with the longest elimination hal{-life were
thyroid (804 hours), bone (217 hours), skin (182 hours) and kidney (118 hours) (Table 7).

‘The tissue:plasms concentration ratios (Table 8) were greater than one for the
majorily of tissucs, with the cxccption of brain, eyes, testes, and fat at the C.5 und 8.5 hour
time poins. At 24 hours, all ratios were greater thar one. The highest tissue to plasma
ratios occurrcd for some tissues at 72 hours:bonc {414), thyroid (56), skin (19.3), spleen
(16.7}, and kidney (11.1). The blood:plasma ratios were greater than one for all time
points, suggesting that there was substantial partitioning of ['*C]-tigecycline-derived
radioactivity into blood cells.

The distribution of ["*C]-tigecycline-derived radioactivity o melanin-containing
tissues (skin and uveal tract) in Long-Evans rats was also evatuated up 10 336 hours post-
dose. Blood and plasma concentrations of {'“C)-tigecycline-derived radioactivity in Long-
Evans rats were similar to Sprague-Dawley ruts (Tables 2 and 5). Peak rudioactivity
concentrations (Cux) were observed at the end of infusion (0.5 hour) for skin, uvesl tract,
plasma and blood (Table 9). The Cra, 0f [**Cl-tigecycline-derived radioactivity in skin
end uveel tract was 1997 and 2502 og equiv./g, respectively. The AUC of [C] ['*C]-
tigecycline-derived radioactivity in skin and uveal tract were 109296 and 233288 ng
equiv-hr/g, respectively. The ierminal half-lives for skin and uveal tract were 473 and 20
hours, respectively (Tabie 10). The haif-life values are of questionable meaning since the
elimination phases in the concentraion-time profile conld not be idemified with certainty.
This is also reflected in the extrapolation of AUC data for uveal traci and skin.

The tissue:plasma concentration ratios were greater than one for skin and uveal
tract at all time points (Table 7). The overall highest tissuc to plasma ratios occurred at 72
hours in skin (179) and uveal tract (353). The tissue:plasma AUC ratios were 8.45 and
18.0 for skin and vveal tract, respectively, and indicate that these tissues selectively retain
significant concentrations of [ 'C}-tigecycline-derived radiosctivity. The data suggest that

radioactivity sclectively partitioned in the melanin-containing region of the rat eye. Mean
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lissue concentrations of radioactivity at 336 hours for skin and uveal tract declined to 8
and 1% of Cpay, respectively.
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Table 6
Mean Concentrations of Total Radioactivity in Tissues Following a Single 30 Minute

Infusion of ['*C]-Tigecycline in Male Sprague-Dawley Rats

Tissue Type | 0.5Hrs | 8.5 Hrs. 24 Hrs. 72 Hrs. 168 Hrs. | 336 Hrs.
Blood 1277 624 44.5 1.8 1.87 <1.03
Plastna 895 504 14.8 431 <1.03 <1.03
[ Adrenal 3580 941 68.9 19.3 <5.10 <5.10
Gland
Bone 3312 3794 2711 1787 1526 720
Bone 4376 1562 291 225 <5.10 <5.10
Mamow
Bruin 35.8 54.3 358 133 <5.10 <5.10
Eyes 106 108 36.6 6.76 <5.10 <5.10 |
Fat 450 144 <5.1 <5.10 <5.10 <5.10
Heart 5657 1138 69.9 6.98 <5.10 <5.10
Kidney 7601 1725 140 479 413 13.9
Liver 7300 1192 160 22.7 133 <5.10
Lung 2981 496 73.1 13.5 <5.10 <5.10
Lymph 3473 1276 180 29.1 <3.10 <5.10
Naode
Muscle 2260 1863 85.8 6.24 <5.10 <5.10
Pancreus 4437 971 70.0 7.41 <5.10 <5.10
Pituitary 3693 2014 144 18.8 <5.10 <5.10
Salivary 5771 6313 300 31.6 <5.10 <5.10
Gland
Skin 1929 577 249 83.1 7.32 8.34
Spleen 6627 1691 476 72.0 188 <5.10
Testes 347 361 119 16.4 <5.10 <5.10
Thymus 2528 1590 158 153 <5.10 <5.10
Thyroid 2992 1762 354 242 218 187
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Pharmacokinetic Parameters of Total Radioactivity in Tissues Following a Single 30

Minute Infusion of ["C]-Tlgecycline in Male Sprague-Dawley Rats

Tissuc Typc | Cmax Tin AUC AUC Tissuc:Plasma
Ng equiv/g Ngeqhr/g |Ngeqhr/g | AUC
Biood 1277 105 12063 1261 1.15
Plasma 895 24 10643 10652 1.00
Adrenal 3580 13 29153 29515 2.77
Gland
Bone 3794 217 569498 794704 74.6
Bone 4376 11 47116 47468 4.46
Marmow
Brain 54 32 2256 2865 0.269
Eyes 108 17 3060 3221 0.302
[ Fat 450 5 2489 3500 0.329
Heart 5657 9 40083 40179 377
Kidney 7601 118 68333 70704 6.64
Liver 7300 44 52676 53527 5.03
Lung 2981 13 21263 21523 202
Lymph 3473 13 36478 37010 347
Node
Muscle 2260 B 34833 34910 3.28
Pancreas | 4437 10 32908 33014 3.10
Pituitary 3693 10 44882 45164 4.24
Salivary 6313 9 110558 110979 10.4
Gland
Skin 1929 182 31819 36471 342
Spleen 6627 i3 69638 70522 6.62
[ Testes 361 15 9975 10323 097
Thymus 2528 10 35204 35430 Kk
Thyroid 2992 804 113022 330047 310

47




WO 2005/023263 PCT/US2HM/028980
Table 8

Tissue:Plasma Ratio Following a Single 30 Minute Infasion of {"Cl-Tigecycllne in
Male Sprague-Dawley Rats
Tissue Type | 0.5 Hrs | 8.5 Hrs. 24 Hrs. 72 Hrs. 168 Hrs. 336 Hrs.
Blood 1.43 1.24 3.01 2.74 NA NA
Plasma 1.00 1.00 1.00 .00 NA NA
Adrenal 4.00 1.87 4.67 4.47 NA NA
Gland
Bone 3.70 7.53 184 414 NA NA
Bone 489 310 19.7 5.21 NA NA
Marrow

[ Brain 0.040 | 0.108 2.42 3.10 NA NA
Eyes 0.118 0.215 246 1.57 NA NA
Fat 0.50 0.287 NA NA NA NA
Hean 6.32 2.26 4.74 1.62 NA NA
Kidney 8.49 342 9.49 1.1 NA NA
Liver 8.16 237 10.8 5.26 NA NA
Lung 333 0.984 4.96 3.13 NA NA
Lymph 388 2.53 12.2 6.75 NA NA
Node
Muscle 2.52 3.70 5.801 1.45 NA NA
Pancreas 496 1.93 4,75 1.72 NA NA
Pituitary 4.13 4.00 9.79 4.36 NA NA
Salivary 6.45 12.53 20.3 7.32 NA NA
Gland
Skin 2.15 1.14 169 19.3 NA NA
Spleen 7.40 3.36 323 16.7 NA NA
Testes 0.388 0.716 8.08 1.30 NA NA
Thymus 2.82 3.16 10.7 355 NA NA
Thyroid 334 3.50 24.0 56.0 NA NA
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Table 9
Mean Concentration (ng equiv./g) of Total Radioactivity in Tissues Following a
Single 30 Minute Infusion of ['*C|-Tigecycline in Male Long-Evans Rats

Tissue Type | 0.5 Hrs | 24 Hrs. 72 Hrs. 168 Hrs. | 336 Hrs.

Blood 1296 340 1.8 2.712 1.24

Plasma 975 70.5 4.31 <1.03 <1.03

Uveal Tract | 1997 124 96.5 74.8 19.3

Skin 2502 2363 1787 351 211
Table 10

Pharmacokinetic Parameters of Total Radioactivity in Tissues Following a Single 30
Minute Infusion of [C}-Tigecycfine in Male Long-Evans Rats

 Tissuc Type | Cmax T AUC AUC Tissue:Plasma
Ng equiv/g Ngeqhr/g | Ngeqhr/g | AUC
Blood 1296 62 21843 21954 1.70
Plasma 975 19 12923 12938 1.00
Skin 1997 473 58287 109296 8.45
Uveal Tract | 2502 201 131346 233288 18.0
Table 11

Tissue:Plasma Ratio Following a Single 3¢ Minute Infusion of ["*C]-Tigecycline In
Male Long-Evans Rats

Tissue Type [ 0.5 Hrs | 24 Hrs. 72 Hirs. 168 Hrs. | 336 Hrs.
Blood 1.33 48] 5.05 5.08 NA
Plasma 1.00 1.00 1.00 1.00 NA
Skin 2.05 8.76 179 179 NA
Uveal Tract | 2.57 25.7 393 393 NA

49



10

15

20

25

30

WO 2005/023263 PCT/US2004 /028980

Discussion

The distribution of radioactivity 1o tissues was evaluated following a single thirty
minute intravenous infusion (3 mg/kg) of [*Cl-tigecycline to Sprague-Dawley and Long-
Evans rats. Radioactivity was distributcd to tissues rapidly, with Cmax, observed at the
end of infusion (0.5 hr) for most tissues. Tissue concentrations were similar to a study
conducted previously by the tissue dissection method. The extensive distribution of
tigecycline into a variety of tissues is suggestive of a very large volume of distribution.
This finding confirms the previous observation of a high volume of distribution in rats and
dogs. In gencral, the elimination of radioactivity from most of the tissues was slower than
the rate from plasma.

The concentrations of ['*C)-tigecycline-derived radioactivity in tissucs of Spraguc-
Dawley rats was higher than plasma at most of the time points. Tissue concentrations of
radioactivity at 168 hours for mast tissues decline to 1% or less, relative to their end of
infusion values. By 336 hours, concentrations in bone, thyroid, kidney and skin declined
to 19%, 6.25%, 0.18% and 0.43% of Cmax values, respectively.

Tissucs with the highest levels of exposure in Sprague-Dawley rats, as indicated by
the mcan AUC values, were bone, thyroid, salivary glands, kidncy and spleen. The
climination half-lives were quite long (5 to 217 hours}, with bone, skin and thyroid having
the longest elimination half-lives. The value of half-life for the thyroid tissue is
questionable since elimination phases in the concentration-time profile could not be
identificd with certainty. This is also reflected in the extrapolation of AUC data to AUC.

The tissue to plasma and blood to plasma ratios were greater than one for all time
points, suggesting that there was substantial partitioning of ['*C]-tigecycline-derived
radioactivity inlo tissues and blood cells. The tissue to plasma ratio results from this study
are similar to tissue to plasma ratio results from the rat following IV dose of minocycline.

While not being bound by theory, the high radioactivity concentrations in the bone
may be due to chelation of tigecycline to calcium. The sbility of tetracyclines
(minocycline, choloretetracyclines) to form chelation complexes with calcium or other
metal ions and thereby adhere to bone has been described in the literature. In the current
study ['*C]-tigecycline-derived radioactivity was significantly retained in bone, with an
AUC of 794704 ng equiv-hr/g. This value is approximately 75-fold greater than plasma.
An apparent elimination half-life of 217 hours was also observed in bone. The retention
of rudiouctivity in bone may account for the somewhat incomplete recovery (89.4 £
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2.50%) of ["*C]-tigecycline in a mass balance study in male Sprague-Dawley rats observed
following a 5 mg/kg intravenous dose. Exposure (AUC) in bone was 2.5-fold higher than
the next highest tissue (thyroid). ["*C]-tigecycline-derived radioactivity also showed a
sirong affinity and long half-life for bone and thyroid tissues which is also similar to other
known tetracyclines. -

['C)-tigecycline-derived radioactivity concentrations were detectable up to 336
hours in the kidney and were higher than those of the other tissues except for the bone and
thyroid. Howcver, in the mass balance study as well as biliary and urinary excretion
study, most of the ["*C]-tigecycline-derived radioactivity was excreted in the first 48
hours, suggesting that some ['‘C]-tigecycline-derived radioactivity may be binding with
high affinity to the kidney tissue. Binding to kidney tissue is also known with
tetracyclines.

As determined by QWBAR, radioactivity present in rat ocular tissucs was
selectively partitioned only into the melanin-containing tissues of the uvcal tract in
addition to the skin in the Long-Evans rats. The uveal tract had relativcly high
concentrations of radioactivity at all time points aller 0.5 hours, suggesting a significant
level of expasure and a long half-life. In a previously conducted study using the tissue
dissection method, evaluation of intact eyeball revealed radioactivity was present in this
organ; however, it was not possible to associate the location of this radioactivity to any
gpecific ocular tissues.

Concentrations of the 14 standards and 28 QCS determined by conventional liquid
scintillation counting (LSC) was similar to that of QWBAR evaluations for these same
standards. Exposure of these standards to 14 different storage phosphor screens resulted
in a reliable MCID response that corrclated with the LSC determined specific activities,
suggesting that intra-day and inter-day variability was very low. The CV and accuracy of
the QWBAR method were within acceptable limits (< 20%). The reproducibility of the
MCID response and good correlation of the specific activities between conventional LSC
and QWBAR demonstrated that the RBC standards were of uniform coneentration of
radioactivity. The variability observed in this study was considered 1o be related to
various aspects of cryosectioning, QWBAR technique and imaging analysis. QWBAR
was shown to be reproducible with a sensitivity of 0.221 nCi/g (lower limit of
quantitation). The dynamic range was linear across four orders of magnitude from 0.221
to 832 nCi/g.
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In conclusion, tissue concentrations of [*C]-tigecycline-derived radioactivity were
higher for most tissues compared 10 plasma concentrations. In general, the elimination of
radioactivity fromn most of tissues was slower than the rate [rom plasma. AUC was higher
for most tissues that plusma, suggesting that most of the tissues were slow in eliminating

{'C]-tigecycline-derived radioactivity.
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What is claimed is:

1. A method of treating an infection in bone or bone marrow in & mammal
comprising administering to the mammal a pharmacologically effective amount of

tigecycline.

2. The method of claim 1 further comprising administering an antimicrobial agent
selected from the group consisting of rifamycin, rifampin, rifapentine, rifaximin, or

sireptovaricin.
3. The method of claim 2 where the antimicrobial is rifampin.

4, The method of claim 1, 2 or 3 where the infection is comprised of a pathogen
selected from the group consisting of gram negative bacteria, gram positive bacteria,

anaerobic bacteria, und aerobic bacteria,

5. The method of claim 4 where the pathogen is selected from the group consisting of
Staphylococcus, Acinetobacter, Mycobacterium, Haemophilus, Salmonella. Streptococcus,
Enterobacieriaceae, Enterococcus, Escherichia, Pseudomonas, Neisseria, Rickettsia,
Pneumococci, Prevotella, Pepiostreptococci, Bacteroides Legionelia, beta-haemolytic

sireptococei, group B streptococcus and spirochaetes.

6. The method of claim 5 wherein the infection is comprised of Neisseriu,

Mycohacterium, Staphylococcus, and Haemophilus.

7. The method of claim 6 wherein the infection is comprised of Neisseria
meningitidis, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium leprae, Staphylococcus aureus,

Staphylococcus epidermidis, or Haemophilus influenzae.
8. The method of claim 4 where the pathogen exhibits antibiotic resistance.

9. The mcthod of claim B where the antibiotic resistance is selected from the group
consisting ol methicillin resistance, glveopeptide resistance, tetracycline resistance,
oxytetracycline resistance, doxycyclinc resistance; chlortetracycline resistance,
minocycline resistance minocycline resistance, glycylcycline resistance, cephalosporin

resistance, ciprofloxacin resistance, nitrofurantoin resistance, trimethoprim-sulfa
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resistance, piperacillin/tuzobactam resistance, moxifloxacin resistancc, vancomycin

resistunce, teicoplanin resistance, penicillin resistance, and macrolide resistance.
10.  The method of claim 9 where the glycopeptide resistance is vancomycin resistance.

tl.  The method of claim 5 where the pathoyen is selected from the group consisting of
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pneumoniue, or

Streptococcus pvogenes.

12,  The method of claim 1] where the infection is comprised of Staphylococcus

fiurens.

13.  The method of claim 12 where the Staphylococcus aureus exhibits an antibiotic
resisiance selected from the group consisting of glycopeptide resistance, tetracycline
resistance, minocycline resistance, methicilin resistance, vancomycin resistance and

resistance to a glycylcycline antibiotic other than tigecycline.

4.  The method of claim 5 where the infection is comprised of Acinetobacter

baumannii.

15. The method of claim 14 where the Acinetobacter baumanii exhibits an antibiotic
resistance selected from the group consisting of cephalosporin resistance, ciprofloxacin
resistance, nitrofurantoin resistance, trimethoprim-sulfa resistance, and

piperacillin/tazobactam resistance.

16.  The method of claim 5 where the infection is comprised of Mycobacterium

abscessuy,

17. The method of claim 16 where the Mycobacterium abscessus exhibits

moxifloxacin resistance.

I8.  The method of claim 5 where the infection is comprised of Haemophilus

influenzae.
19.  The method of claim 5 where the infection is comprised of Enterococcus faecium.

20.  The method of claim 5 where the infection is comprised of Escherichia coli.
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21.  The method of claim 5§ where the infection is comprised of Neisseria gonorrhoeae.

22.  The method of claim 5 where the infection is comprised of Ricketisia prowazekii,

Rickettsia typhi, or Ricketisia rickettsii.
23.  The method of claim 4 wherein the infection causes osteomyelitis.

24. A method of treating a joint infection or an infection of surrounding tissues of the
joint in a mammual comprising administering to the mammal a pharmacologically elfective

amount of tigecycline.

25.  The method of claim 1 further comprising administering an antimicrobial agent
sclected from the group consisting of rifamycin, rifampin, rifapentine, rifaximin, or

streptovaricin.
26.  The method of claim 25 where the antimicrobial is rifampin.

27.  The method of claim 24, 25 or 26 where the infection is comprised of a pathogen
sclected from the group consisting of gram negative bacteria, gram positive bacteria,
anaerobic bactcria, and aerobic bacteria,

28.  The method of claim 27 where the pathogen ig selected from the group consisting
of Staphylococcus, Acinetobacter, Mycobucterium, Haemophilus, Salmonella,
Streptococcus, Enterohacteriaceae, Enterococcus, Escherichia, Pseudomonas, Neisseria,
Rickertsia, Pneumococci, Prevotella, Peptosireptococci, Bacteroides Legionella, bela-

hacmolytic streptacocci, group B streptococcus and spirochaeles.

29,  Thc method of claim 28 wherein the infection is comprised of Neisseria,

Mycobacterium, Staphylococcus, and Haemophilus.

30. The method of claim 29 wherein the infection is comprised of Neisseria

meningitidis, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium leprae, Stuphylococcus aureus,

Staphylococcus epidermidis, or Haemophilus influenzae.

31.  The method of claim 27 where the pathogen exhibits antibiotic resistancc.
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32.  The method of claim 31 where the antibiotic resistance is selected from the group
consisting of methicillin resistance, glycopeplide resistance, teiracycline resistance,
oxytctracycline resistance, doxycycline resistance; chlorterracycline resistance,
minocycline resistancc minocycline resistance, glycylcycline resistance, cephalosporin
resistance, ciprofloxacin resistance, nitrofurantoin resistance, trimethoprim-sulfa
resistance, piperacillin/tazobactam resistance, moxifloxacin resistance, vancomycin

resistance, teicoplanin resistance, penicillin resistance, and macrolide resistance.

33.  The method of claim 32 where the glycopeptide resistance is vancomycin

resistance.

34.  The mcthod of claim 28 where the pathogen is selected from the group consisting
of Staphylococcus aurens, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pneumoniae, or

Streptococcus pyogenes.

35.  The method of claim 34 where the infection is comprised ol Staphylococeus

HIHreus.

36.  The method of claim 35 where the Staphylococcus aureus exhibits an antibiotic
resistance selected from the group consisting of glycopeptide resistance, tetracycline
resistance, minocyeline resistance, methicilin resistance, vancomycin resistance and

resistunce to u glycylcycline antibiotic other than tigecycline.

37.  The method of claim 28 where the infection is comprised of Acinetobacter

baumannii.

38.  The method of claim 37 where the Acinetobacter baumanii exhibits an antibiotic
resistance selected from the group consisting of cephalosporin resistance, ciprofloxacin
resistance, nitrofurantoin resistance, trimethoprim-suifa resistance, and

piperacillin/tazobactam resistance.

39.  The method of claim 2B where the infection is comprised of Mycobacterium

abscessus.

40.  The method of claim 39 where the Mycobacterium abscessus exhibits

moxifloxacin resistance.
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4j.  Thc method of claim 28 where the infection is comprised of a pathogen sclected

from the group consisting of Haemophilus influenzae, Enterococcus faecium, Escherichia
coli, Neisseria gonorrhoeae, Rickettsia prowazekii, Ricketis:a typhi, or Rickettsia

rickettsii.

42.  The method of claim 27 wherein the joint infection or infection of the surrounding

tissues of the joint cause septic arthritis.

43.  Use of'a pharmacologically effective amount of tigecycline for ireating bone, bone

marrow or joint inlcctions in a mammal.

44.  Use of a pharmacologically effective amount of tigecycline and an antimicrobial
agent selected from the group consisting of rifamycin, rifampin, rifapentine, rifaximin, or

streptovaricin for treating bone, bone marrow or joint infections in a mammal.

45.  Use of a pharmacologically cffective amount of tigecycline for manufacture of a

mcdicament for treatment of bone, bone marrow or joint infections in a mammal.

46.  Usc of a pharmacologically effective amount of tigecycline and an antimicrobial
agent selected from the group consisting of rifamycin, rifampin, rifapentine, rifaximin. or
streptovaricin for manufacture of a medicament for treatment of bone, bone marrow or

joint infections in u mammal.

47.  The use of claim 43 - 45, wherein the bone or bone marrow infection cause
osteomyelitis.

48.  The use of claim 43 - 45, wherein the joint infection or infection of the tissues
surrounding the joint cause septic arthritis.
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Fig 2. Mean mdiographic grades at dey 14 and day 56 in each group are shown.

Control = control group, no treatment: Vancamycin = subcutanaous vancomycin traated group;
Van + Rifam = subcutansous vancomycin with oral rifampin treated group;

Gar-838 = subcutaneous Gar-835 reated group;

Gar + Rifam = subcutaneous Gar-938 with oral rifampin treatad group.



Figure 3 '
y of MRSA from Rabbit Osteomyelitis Study
80 :
@ 70 & Mamow
5 60 = Bone
3 50 4
2 40
b~
§ 30 1 -
w 20 —
o 10 4 -
°\° - 1 L.
0 - - E T L T
Control  Tigecycline Tige + Vanco Vanco +
Rifamp Rifamp
Treatment

* indicates significant difference from contr { p < 0.004

o

FITETN/ST OM

OSGRTOHOTSI/LOD



Walght Variances Per Treatment Group

~o==Contrel
—_ mycin
~i~Vanco + Rifampln
——Gar-93§

—~#— Gar-936 + Rifampln

Average Grwup Weight In Kiiogrvms

0

£y \" rd \)
Eaperimental Timeline

Fig 4a. Average group waight during the expariment are shown.
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Flgure SA Peak and Trough Gar-938 concentration In Rabbit Serum

Gar-838, 14 mgiyg BID, SC. Sarum Sampies ware collactad at 1 hour and 12 hour after the first dosage

SN T

Standard | Ermorof
Raobhbit Group Diameter3(mem) Mean of Diameted Deviation |  Mean
117 2 16.5 16.50 0.0 0.00
119 2 18 18.60 0.0 0.00
120 2 165 165 16.5 16.50 0.0 040
125 2 17 17.2 17.5 17.23 02 0.12
126 2 16.5 165 16.5 16.50 [ T4] £1.00
128 2 16.5 145 185 16.50 00 0.00
-2.60188 | -2.60438
: 23600
Bl Y P o
Swndard
Standard | Erorof
Rabbit Group | Dinreteri{men) | DiametsxXmwm) | Diameter3{men) Mean of Diameicy Deviation | Mean
117 2 14 14 14 14.00 00 0.00
119 2 14 - 14 4 14.00 0.0 (.00
120 2 14 132 13.60 0.4 [11r1]
125 2 13.2 14 13.60 04 0.3
126 2 14 13 13.50 0S5 0.29
128 2 14 13 13.50 05 [
1R

e
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Figure 58 Pesk and Trough for Vancomycin in Rabblt serum

Vancomycin' 30 mgrkg BID, SC. Serum Samples wam collscaed at 1 hour and 12 hour aher the first dosage.

Standard
Swundard | Errarofy?):

Rabbit Group | Dismeter](mm) | Diameter2(mm) | Diameter3(mm) Mean of Diameted Deviation | _Mean
100 | 184 19 18.70 03 | 017 -
n2 1 172 1722 16 16.80 06 _F 033
7 1 188 188 18.8 18.80 a0 ] 000
1u8 1 123 123 1230 00 [, 000
109 1 163 16.30 00 |‘<000
13 I 184 184 184 18.40 0.0 00

]
e T EREL S ) L T A e
Standard
Stundurd | Error of

Rabbit Group | Dismcter(mm) | Diameter2imm) | Dinmetes3{mm) Mean of Diumeq Deviution | Mcun
100 1 8 8 8 8.00 00 0.00
102 1 ] 8 8 5.00 0.0 0.00
107 | 1.5 10.5 10.5 10.50 00 0.00
108 1 ] 8 8 .00 00 0.00
1m 1 15 115 t1.8 11.60 0.1 0.08
1) 1
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MEAN RADIOGRAPHIC GRADES PER GROUP
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CONTROL I VANCOMYCIN | VAN + RIFAM | GAR-936 | GAR + RIFAM
TREATMENT GROUPS

MEAN RADIOGRAPHIC GRADES AT DAY 14 AND DAY 56 IN EACH GROUP
ARE SHOWN. CONTROL = CONTROL GROUP, NO TREATMENT;

VANCOMYCIN = SUBCUTANEOUS VANCOMYCIN TREATED GROUP;

VAN + RIFAM = SUBCUTANEOUS VANCOMYCIN WITH ORAL RIFAMPIN TREATED
GROUP; GAR-936 = SUBCUTANEOUS GAR-936 TREATED GROUP;

GAR + RIFAM = SUBCUTANEOUS GAR-936 WITH ORAL RIFAMPIN TREATED
GROUP.
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RECOVERY OF MRSA FROM RABBIT OSTEOMYELITIS STUDY
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WEIGHT VARIANCES PER TREATMENT GROUP
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EXPERIMENTAL TIMELINE

CONTROL = CONTROL GROUP, NO TRATMENT;

VANCOMYCIN = SUBCUTANEOUS VANCOMYCIN TREATED GROUP;

VANCO + RIFAMPIN = SUBCUTANEOUS VANCOMYCIN WITH ORAL RIFAMPIN TREATED GROUP;
GAR-936 = SUBCUTANEOUS GAR-936 TREATED GROUP;

GAR-936 + RIFAMPIN = SUBCUTANEOUS GAR-936 WITH ORAL RIFAMPIN TREATED GROUP.

AVERAGE GROUP WEIGHT DURING THE EXPERIMENT ARE SHOWN.
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AVERAGE INITIAL AND ENDING WEIGHTS
PER GROUP IN KILOGRAMS
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3.5 '_'I—\-I- OJ VANCOMYCIN
SNES T O VANCO + RIFAMPIN
3 FPLP"I‘§ 3 [ GAR-036
2.5- . :\§ O GAR-936 + RIFAMPIN
5 _: , \\{: ;’, 1
21 14| NF %
ZRENE %
1.5_ :,’."; §\\\ - "'
K¢ \S_- '2’,,‘
CI AN
2| N
0.5 ;,/'2 §\\§'-‘.i ] %
; 7
0 ?’/j ‘\\ = I > AN IS
T=0 ENDPOINT

EXPERIMENTAL TIMELINE

CONTROL = CONTROL GROUP, NO TRATMENT;

VANCOMYCIN = SUBCUTANEOUS VANCOMYCIN TREATED GROUP;

VANCO + RIFAMPIN = SUBCUTANEOUS VANCOMYCIN WITH ORAL RIFAMPIN TREATMENT GROUP;
GAR-936 = SUBCUTANEOUS GAR-936 TREATED GROUP;

GAR-936 + RIFAMPIN = SUBCUTANEOUS GAR-936 WITH ORAL RIFAMPIN TREATED GROUP.

AVERAGE INITIAL AND ENDING WEIGHT IN EACH GROUP ARE SHOWN.
FIG.4B



PEAK AND TROUGH GAR-936 CONCENTRATION IN RABBIT SERUM

GAR-936, 14 mg/kg BID, SC. SERUM SAMPLES WERE COLLECTED AT 1 HOUR AND 12 HOUR AFTER THE FIRST DOSAGE
_PEAK (1 HOUR) . -

STANDARD

STANDARD | ERROR OF

RABBIT | GROUP | DIAMETER1(mm) | DIAMETER2(mm) | DIAMETER3(mm) | MEAN OF DIAMETER | DEVIATION |  MaN
7 ’ 16.5 165 165 50 0. 0.00

9 p 8 8 8 .00 0. 0.00
120 7 16.5 6.5 6.5 6.50 0. 0.00
25 p 7 1.2 75 723 ) 0.1
| 126 p 5 5 5 K 0. 0.00
28 p 5 5 5 0.0 0.00

: 5 5

- Z WYERAGE INHIBTION: m 7.7~} ., 1687 .= 17, 08,2747 092 /]
V22710 W 7772, 772702177, 7%) -2.60196 | ~2.60438
 GAR-936 CONCENTRATION: pio/mi L. -7 2 1.62 7,7, 47, 007 . . G824

e S g s s 4, TROUGH (12 HOUR) s?%ﬁb’"
AN
STANDARD | ERROR OF
RABBIT | GROUP | DIAMETER1(mm) | DIAMETER2(mm) | DIAMTER3(mm) | MEAN OF DIAMETER | DEVIATION | — pean
17 |2 14 [ 3 4.00 0. 000 |
19 [ 7 14 [ 4 4.00 0. 0.00
20 | 14 13.2 3.60 0. 0.23
25 | 132 4 360 0.4 0.23
126 | 2 4 3 350 0.5 29
128 |2 [ 3 1 1350 05 29
" AVERAGE INHIBMION: mm --.7] . -13.70~. " >~ 03 - -1. 047"
77 Llg10 . - 032 - |-.-256 | -258
FIG.5A GAR-936 CONCENTRATION: zig/mi_ 048 - 0.00 0.00




PEAK AND TROUGH FOR VANCOMYCIN IN RABBIT SERUM
VANCOMYCIN: 30 mg/kg BID, SC. SERUM SAMPLES WERE COLLECTED AT 1 HOUR AND 12 HOUR AFTER THE FIRST DOSAGE.

PEAK (1 HOUR)
STANDARD
STANDARD | ERROR OF
RABBIT | GROUP | DIAMETER(mm) | DIAMETER2(mm) | DIAMETER3(mm) | MEAN OF DIAMETER | DEVIATION |  MEAN
00 18.4 19 .70 0.3 17
| 102 1.2 1.2 16 .80 0. .33
07 8.8 838 18.8 .80 .00
| 108 2.3 2.3 .30 [ .00
09 6.3 .30 0 .00
13 84 B4 | 184 40 0 :
- AVERAGE INHIBIION: ‘mm /-

0. . 16,887 Y N 08/,
AR B O A AR N Pk 2
VANCOMYCIN CONCENTRATION: 1u.q/mif 777 3,267/ //0.03;// /. 7 0, 03,/,’

i

i T e R (1 R 7277

SARD

STANDARD | ERROR OF
RABBIT | GROUP | DIAMETER1(mnm} | DIAMETER2(mm) | DIAMETER3(mm) | MEAN OF DIAMETER | DEVIATION | ~ EAN
00 8 00 0.0 0.00
102 8 .00 0.0 .00
07 105 105 105 10.50 0.0 .00
08 8 8 ] 8.00 0.0 00
[ 109 5 5 5 1.60 0. .08
13 34 34 34 340 0. 00

- AVERAGE INHIBITION mm% |, 982 77| 700 ST 001

"~ Log 10.-, T 0% 0 ] -159 | -1.59 ;)

FIG.bB VANCOMYCIN CONCENTRATION ug/ml 044 003 {. 003
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United Statas of America

Date of malling {dsy/momiviysar)

22 October 2004 (22.10.2004) IMPORTANT NOTIFICATION
Applicant's or sgant's file referonoe international sppiication No.

01855.185 PCT/US2004/028980

The applicant is hereby notificd that tha International Bureau has recelved the record copy of the international mppiication as
detalicd below.

Nameis) of the applicant{s) end State(s) for which thay are applicants:
WYETH et al {for all designated States except US)
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(™ PATENT COOPERATION TRE({ " 77
PCT (ov

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

{PCT Anicle 18 and Rulés 43 and 44)
Applicant’s or agenr’s Me reflerence FOR FURTHER soe Form PCTASAZ20
01855.185 ACTION a8 will as, whera applioahie, lism 5 below,
intemational epplication Na. Inlemational fling date fday/monthiyear] {Earliest) Priority Data (cay/montivyesr)
PCT/US2004 /028980 07/09/2004 05/09/2003
Applicant
WYETH

Thie Inlemational Ssarch mmmmeﬁ-mummmmmmhnnmllmmum applicant
according %o Aricls 18. A copy is being trenamiitad 0 tha Intemational Bureau.

This imemational Ssarch Reportconsisteofaiotalof ____ & shesta
E It ks also accompanied by a copy of each prior art documant cited In this report.

1. Boals of the report

a. With regard to the lenguage, the intemational saarch was taimied out on the basis of the inlemational apphication In the
fanguage In which [t was fied, unjess otherwise Indicated under this em.

|:| The Inbernalional ssazch was caried out on the basis of a transiation of the ntemational appiication funishea ¥
thia Authority (Ruba 23.5(b)).

b. D Wih regard to any nuciectida snd/or smino scki aequencs decioeed in the intemasional application, sae Box No. 1.
2. [X] Certain cisime were found unssarchoble {See Box I).
3. [] unity of invention ia lacking (sse Box i),

4. Wit regard o the title,
[X] the mxtis approved as submitied by the appticent.
[T] e texthas been estabiened by this Authorily to read as folows:

5. Whth regard lo tha shabraot,
E the lext Is approved ap submitisd by the applicant.

[C] the mxthas been estatished, acoording to Fute 38.2(b), by this Authorlly as It appears in Box No. V. The epplicant
may, within ona month from tha date of maiing of this intemational saarch report, submit commants to this Authonity.

6. Wilh regards to the dwinga,
4. the figura of the drawings 1 be published wilt: the abatract is Figure No.
[[] assugosetedby the appiicant.
[[] asseisctea by this Authority, bacauss the appiicant talled 10 sugpes! a figure.
[[] asssiectad by ths Authortty, bacauss this figure betier characisrizes the invention.
b. [X]  none of he figurse is 1o ba gublished with the abetract.

Form PCTASA210 (I sheat) {Jarisry 2004)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Pl
] '

,_,I international Apphication Ne
L) PCT/US2004/028980

OF
TPE T CAGIX31/406 “RBIP19/02

A61P31/04

A61K31/65

According 1o Insamabonal Palant Ciassification (1°C) or 1o both nutional classlficstion and $C

B. FIELDS SEARCHED

IPC 7 A6IX

Minimum vocumentation searchad (clasalication sywsar: follownd by clasylfication symbois)

Documamalion searched olher than minlmurn ducumandation 10 the sxdeant ihel such documsnis ane nchigad 1n the hekis semrched

1 Wcironic riata base comiulivd during Lhe i6lemational samrch (nams of dais bano and, whem praciicel, search leims unad)
EPO-Internal, WPI Data, CHEM ABS Data, BIOSIS

€. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Categury * | Citalon of documend, wih indacalion, whers approprinis, of the relevant pasasges

Relavant io claim No

Y NORDEN C W ET AL:
containing rifampin."
JUL-AUG,

$495-5501, XPD09041854
ISSN: 0162-0886
table 1

page 110; example DZ

exasple 24
c¢laim 3
page 100; example A

REVIEWS OF INFECTIOUS DISEASES. 1983
vol. 5 Suppl 3, July 1983 (1983-07), pages

page 98, Tine 10 ~ line 31

"Chronic staphylococcal 1-23,
osteomyelitis: treatment with regimens 43-47

Y WO 03/005971 A {PARATEK PHARMACEUTICALS 1-23,
INC) 23 January 2003 (2003-01-23) 43-47

iy

m Furihar docurments. are fisted In the: Contimsatien of pos G-

D Paient tamily membars are listed in annex

* Gpocie calegorias of clied dOCumats .

"A" documsni dalinng the genaral siate of ine st which is not
conaidared lo ba of pariciiar relsvance

“I-" garlar documant bul published on or aller the Indomatlonat
fiing dste

PG i o ealabih the ik cnian i O
ciiafitn or tihar wpecal mason (a8 specitied)

oy maans
'P" docmmant lshed 10 the imtermadional date bul
nlrlhlnlll: pru{u.:um e

‘0" documam rateming 1o an oral disciosus, ume, exhibllion or |

T lor docamgnt published abier tha Infemationsd dlll
or pricelly dale and not in Confiict with tho  apyticel
dmu:llnmn-mwhorn-m unﬂulyhnl-.

“x bt:lrrlnld panicutar raievance; tha claimed kwenlion
be considerad novel of cannot be

s combingd
mg:nmmumm-n- prisan sidiad

"&" documen| membar of tha same palant family

[abe of tha aciual completion af tha intemational saarch

21 December 2004

Dale of mmling of tha inlemalional saanch report

07/01/2005

Namg snd mailng adcress of the ISA
Furopasn Palani Otfico, P8 5818 Putantisan 2
KL - 2380 HV Riwwik
Tel {+31-70) 340-2040, T 31 851 8po 0,
Fax {+31-70) 340-3018

Autharized officor

61acobbe, S

Fam PCTASAZ210 {secanc shel) Liamurary SO04)

page 1 of 3



INTERNATIONAL SEARCH REPORT | o —

i
1 1

N PCT/U52004/028980

C-(Comntinustion) DOCUMENTS CONSIDERED TO RE RELEVANT

Catagory *

Caatim of docznent, wit: indicmion, whars approprista, of tha ralnant pARSAQES

Rotovand 10 clamm N,

Y

MERCIER RENEE-CLAUDE ET AL:

"Antimicrobial activity of tigecyclipe
{GAR-936) against Enterococcus faecium and
Staphylococcus aureus used alone and tn
combination.”

PHARMACOTHERAPY,

vol. 22, no. 12, December 2002 (2002-12),
pages 1517-1523, XP009041884

ISSN: 0277-0008

table 1

table 2

page 1520, column 2, 1ine 9 — 1ine 11
page 1521, column 2, 1ine 12 - line 14
page 1522, column 1, Tast paragraph

WO 02/102384 A (GARDNER REBECCA ;
ORTHOGENICS AS (NO); EL-GEWELY MOHAMED
RAAFAT (NO}) 27 December 2002 (2002-12-27)
claims 1-5

PATEL R ET AL: "In vitro activity of
GAR-936 against vancomycin-resistant
enterococct, methiciliin-resistant
Staphylococcus aureus and
peniciilin-resistant Streptococcus
pneumoniae.”

DIAGNOSTIC MICROBIOLQGY AND INFECTIOUS
DISEASE. NOV 2000,

vol. 38, no. 3, November 2000 (2000~11),
pages 177-179, XP002311637

ISSN: 0732-8893

the whole document

ZIMMERLI W ET AL: "Role of rifampin for
treatment of orthopedic implant-related
staphylococcal infections: a randomized
controlled trial. Foreign-Body Infection
(FBI) Study Group."”

JAMA : THE JOURNAL OF THE AMERICAN MEDICAL
ASSOCIATION. 20 MAY 1998,

vol. 279, no. 19,

20 May 1998 (1998-05-20), pages 1537-1541,
XP009041853

ISSN: 0098-7484

the whole document

LEW D P ET AL: "Osteomyelitis.”

THE NEW ENGLAND JOURNAL OF MEDICINE. 3 APR
1997,

vol. 336, no..14,

3 April 1997 (1997-04-03), pages 999-1007,
XP009041924

ISSN: 0D28-4793

table 1

)

1-48

24-46,48

1-48

1-48

1-23,
43-47

Forr PCTASAZT0 iearminuyton o saaeng shasl) (lsmuery 004)

page 2 of 3



4 December 2003 (2003-12-04)
claims 1,8
page 6, line 20 — page 7, 1ine 21

INTERNATIONAL SEARCH REPORT l e p—
(ﬁj {IJPCT/U52004/028980

C{Cantimmtion) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE BELEVANT
Calegory * | Chatlon of dacumaent, with indioation, whers appropriate, of (h: relewan! pessages Flelevan! 1o cam No
Y VARIOUS: "The Merck Index, 7th Ed." 1-48

1999, MERCK RESEARCH LABORATORIES ,

WRITEHOUSE STATION, NJ;™~USA., XP0D2311638

page 455 - page 460 '
P,Y W0 03/099217 A (ACTIVBIOTICS INC) 1-48

Fann PFCTABAZ10 (sarUinuatron of aepond sneet] kismuary 2004)

page 3 of 3



) ‘f"‘l intemational applicaion Z’j‘
INTEnNAubNAL SEARCH REPORT : PCT/1iS2004/028980
Y &
Box Il Observations where cartain clalms ware found unsserchabie (Continuation of Hem 2 of first sheet) '

This Intemational Search Raport has not been satablehed In respe= of cortain claime under Articka 17(2)(a) for tha following reesons:

1. m Claime Noa.:
becauss thay relate 1o subjact matter not required 1o be ecarched by this Authority, namety:

Although claims 1-44, 47 and 4B are directed to a method of treatment of tha
human/animal body, the search has been carried out and based on the alieged
effects of the compound/composition.

2. D Clams Nos.:
bacausa they relaie to parts of the Imemational Application that do nol comply with the prescribed requirementa 0 such
an extant thal no meaningful International Search can be carviad out, spacifically:

3 D Clums Nos.:
hecause they are dependent claime and ane nat draftad in accordance with tha second and third sentences ot Fula 8.4(a).

Box il Observations where unity of invention Is lacking (Continustion of itam 3 of first sheet)

This Intetnational Searching Authority found multiple Invantions in thia international application. as foliows:

1. D As all required addilional searcn fees were imely paid by the applicant. this Intemational Search Report covers all
ssarchable claims.

2. D As all sgarchable ciaime coukd ba ssarched without effort justifying an ackitional fee, this Autherity did not invite payment
of any andiionsl lea.

a As only soma of ihe roquired additional mm.mompmwm appilcant, tis intomational Search Report
covers only ihosa claima for which fees wore pala, apecifically cia

4 Nommhdaddmmﬁeswammypdd nppimtcmnmanlfy this International Search Raport Is
restricted to the nvention first menticned in the dlll‘l'l it s covared by claima
Remark on Protest D The additional saarch faes were accompanied by the applicante protest,

D No promast accompanied the payment of additonal saarch iees.

Form PCT/ISA/210 {continuation of first sheet (2)) {January 2004}
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formation on patent family membars

‘,-.[ intarmotional AppHostion No

' PCT/US2004/028980
Palant document Publicatian Pawnt tamlly Publicalion
clted In search repart dnte member{e} cate
WO 03005971 A 23-01-2003 EP 1408987 A2 21-04-2004
WO 03005971 A2 23-01-2003
US 2004063674 Al 01-04-2004
WO 02102384 A 27-12-2002 CA 2456685 Al 27-12-2002
EP 1401448 Al 31-03-2004
WO 02102384 Al 27-12-2002
US 2004236074 Al 25-11-2004
WO 03099217 A 04-12-2003 WO 03051299 A2 26-06-2003
HO 03051300 A2 26-06-2003
W0 03099217 A2 04-12-2003
US 2004014749 Al 22-01-2004
US 2004014750 Al 22-01-2004
US 2003236265 Al 25-12-2003
US 2004077533 Al 22-04-2004

Fomn PC ABA/M D fealind Mamlly srnas) ianupsry 3004 )



rj PATENT COOPERATION HEATY

From the
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

To: T

.

199
PCT

WRITTEN OPINION OF THE
see form PCTASAZ20 INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY
(PCT Rule 43bis.1)
| Data of maling T -
: {cysinonivymar) see form PCTASAZ10 (second shewt)
| Applicants ot agent fle reterence FOR FURTHER ACTION T
s09 form PCTASA220 See pamgraph 2 below
interaticnal application Ne. Imernatenal fiting date (dayionihyeer) Priceity date (dapmonthyasr) -
PCTAS2004028980 07.09.2004 05.09.2003

AB1K31496, AG1P1902, A61P3104, AG1K3185

Internutionsl Patent Clessification (IPC) or both nations| dassMication and PG

Applicant
WYETH

r
|
i

B BaxNo.l  Basis of the opimion
& BoxNo. Il Priority

=2 BoxNo. Wi

3 Box No. IV  Lack of unliy of invention
X BoxNo vV

B BoxNo.VI Cerlaln documents cited
O Box No. vl

FURTHER ACTION

wil not be so considered.

submit to tha IPEA a written
whichaver explres {ater,

Far further options, see Form PCTASAZ220.
I3,

L

1. This opinion containg indications relating to tha following items:

Non-egtablishment of opinlon with regard to novetty, inventive stap and industrial applicablitty

Reasoned statement under Rule 43bis.1(a){l} with regard to novelty, inventive atep or industrial
apphcabllky; citationa and expianations supporting such statament

Certaln delects In the intemational spplication
1] Box No. VIit Certain obsarvations on the intamnatonal application

if a demand for International pretiminary examination ls made, this opinion will usually be considered to be a
written opinion of the Intemational Preliminary Examining Authority ("IPEA"). However, this does not apply where
the applicant choosas an Authority other than this one to be the IPEA and the chosen IPEA has notifad the
intemnational Bureau under Aule 86.15is(b) thet written opinlons of this Intemational Searching Authority

if this apinion Is, as provided above, considered to be a written apinion of the IPEA, the applicant is invited to
reply togathier, where appropriate, with amendments, before the axplration of three
months from the date of mailing of Form PCTASAZ220 or before the expimtion of 22 months from the priority date,

For further datails, see notes to Form PCTASAR220.

[ "Name and m;h-g;ddm of the ISA.

.

Europeen Pxtent Office

D-80298 Munich

Tel. +49 88 2399 - 0 Tx: 522455 spmu d
Fex: +4Q B89 2308 - 4465

Authorized Officar

Glacobbe, S
Talephona No. +40 B9 2300-8463

Fa-m (PCTASAI23Y) (Cover Shest) (January 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE intarnational appiication No. \ 0]
INTEANATIONAL SEARCHING AUTH RITY PCTAJS2004028980

Box No.! Basla of the opinion

1. With regard to the language, this opinion has been estabiished on the basis of the international application in
the language in which it was filed, uniess athaenwise indicated under this item,

OO0 This opinion has been established on the basis of a transiation from the original language into the following
language |, which is the language of a translation furnished for the purposes of Internationat search
{under Rules 12.3 and 23.1(b)).

2. With regard to any nuclectide andor amino acid sequence disclosed in the International application an¢
necessary to the claimed invention, this opinion has been establishad on the basis of:

a. type of matenial:
O a sequence listing
O table(s) retated to the sequence listing
b. lormat of material:
O  in written format
O  in computer readable form
¢. time of filingfurmshing:
O contained in the imernational application as flled.
O fied togethar with the intemational application in computer readable farm.

O furnished subsequently to this Authority for the purposes of search.

3. O In additlon, in the case that more than one version or copy of a sequence listing andbr table relating thereto
has been fited or fumished, the required statements that the information in the subsequent or additional
copies is identical to that in the application as fled or doas not go beyond the application as filed, as
apprapriate, were fumished.

4. Additional comments:

Form PCTASA/237 (January 2004)
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WRITTEN OPINION F THE intemationat application No. \0
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY . PCTAIS2004028980 ‘.

Box No. Il Priority
1. © The foliowing document has not heen furnished:
B copy of the earlier application whose priority has been claimed (Rule 43bis.1 and 66.7(a)).
L3 transiation of the earlier application whose priority has been claimed (Rule 43bis.1 and B88.7{b)).

Consequently it hag not been possible to consider the validity of the priorily claim. This opinion has
nevertheless been established on the assumption that the relevant date is the claimed priority date.

2. O This opinion has been established as il no priority had been claimed due to the fact that the priority claim
has been found invalid {Rules 43bis.1 and 84.1). Thus for the purposes of this opinion, the intemational
filing date indicated above is considered to be the relevant date.

3. O ithas not been possible to consider the validity of the priority claim because a copy of the priority documant
was not available to the ISA at the time that the search was conducted (Rule 17.1). This opinion has
nevertheless been established on the assumption that the relevant dale is the claimed priority dale.

4. Additional abeervations, if necessary:

Form PCTASA/ 237 {Janumry 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE intemational appiication 1%, | | \
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAJS2004028980

Box No. lll Non-establishment of opinion with regard to novelty, Inventive step and industrial
applicability

The questions whether the claimad invention appears to be naval, ta invelve an inventive step {to be non
obvious), or to be indusirially applicable have not been examined In respact of:

O the entire iInternational application,
& claime Nos. 1-44,47,48 (IA only)
because:

& the said international application, or the said claims Nos. 1-44,47.48 (IA only) relate to the following
subject matter which does not require an itemational preliminary examination {spacify):

ses separate sheot

[J the description, claims or drawings (indicate particular efernents below) or said claims Nos.  are o0
unclear that no meaningful opinion could be formed (speciy):

3 the claims, or said claims Nos. are 80 inadequately supportsd by the description that no meaningtul opinion
could be formed.

no international search report has been established for the whole application or for said claims Nos.

(M

the nucleatide andbr amino ackl sequence Usting does not comply with the standard provided for in Annex
C of the Adminisirative Instructions in that:

the written form D  has not been fumished
O does not comply with the standard
the computer readable form {1  has not been furmnished
O doses not comply with the standard
O the tables ralated io the nuclsoticte andor aming acid sequence listing, if in computer readable torm only, do
not comply with the technical requirements provided for in Annex C-big of the Administrative Instructions.

O See separats sheet for further datalls

Form PCTASA/237 (January 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE imomationalsppiication No. | d
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAIS2004/028980

Box No.V Reasoned statemnent under Rule 43big.1(a)(l) with regard to novelty, inventive step or
Industrial applicablilty; citations snd sxplanations suppoiting such stetement

1. Statement
Novelty {N} Yes: Claims 1-48
No: Claims
inventive step {IS) Yes: Claims
No: Claims 1-48
Industrial applicability (1A) Yes: Claims 45,46

No: Claime 1-44 47 48

2. Citations and explanations
see soparate sheet

Box No. VI Cartain documents cited
1. Certain published documents (Rulas 43bés.1 and 70.10)

and /ar
2. Non-written disclosures (Rules 43bis.1 and 70.9)
see form 210

Form PCTASA/237 (January 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE Intormational application No. \ \2)
INTERNATIONAL SEARCHING

AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2004/028980

1. Section 1l

Claims 1-44, 47 and 48 are directed to a msthod of treatment of the human/animal body
by therapy. Such subject-matier is considered by this Authority to be covered by the
provisions ol Rule 67.1(iv) PCT, and thererore no opinion shall be formulated with respect
to industrial applicability of the subject-matter of these claims (Article 34(4)(a)(l) PCT).
However an opinion shall be formulated with respect to novelty and inventive step based
on the alleged effects of the compounds/compositions.

2. Section V
2.1 Cited Documents

The following documents (D) are referred to in this Opinion; the numbering will be adhered
to in the rest of the procedure:

D1: NORDEN C W ET AL: “Chronic staphylocaccal osteomyelitis: treatment with
regimens containing rifampin.” REVIEWS OF INFECTIOUS DISEASES. 1983,
vol. § Suppl 3, 1983, pages S4Y5-S501, XP009041854

D2: WO 03/005971 A (PARATEK PHARMACEUTICALS INC) 23 January 2003

D3: MERCIER RENEE-CLAUDE ET AL: "Antimicrobial activity of tigecycline {(GAR-
936) against Enterococcus faecium and Staphylococcus aureus used alone and
in combination." PHARMACOTHERAPY, vol. 22(12), 2002, pages 1517-1523,
XP009041884

D4: WO 02/102384 A (GARDNER REBECCA ; ORTHOGENIGCS AS (NO): EL-
GEWELY MOHAMED RAAFAT {NO)) 27 December 2002

D5: PATEL R ET AL: "In vitro activity of GAR-936 against vancomycin-resistant
enterococci, methicillin-resistant Staphyfococcus aureus and penicillin-resistant
Streptococcus pneumoniae.” DIAGNOSTIC MICROBIOLOGY AND
INFECTIOUS DISEASE, vol. 36{3), 2000, pages 177-179, XP002311637

D6: ZIMMERL! W ET AL: "Role of rifampin for treatment of orthopedic implant-
related staphylococcal infections: a randomized controlled trial. Foreign-Body
Intection (FBI) Study Group.” JAMA, vol. 279(19), 1998, pages 1537-1541,
XP009041853

D7: LEW D P ET AL: "Osteomyelitis.” THE NEW ENGLAND JOURNAL OF

Form PCT/Sepamatc Sheet'237 (Sheet 1) (EFC-January 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE . Intemational application No. H
INTERNATIONAL SEARCHING \
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2004/028880

MEDICINE. 3 APR 1997, vol 336(14), 1997, pages 999-1007, XP009041924

D8: VARIOUS: "The Merck Index, 7th Ed." 1999, MERCK RESEARCH
LABORATORIES , WHITEHOUSE STATION, NJ, USA , XP002311638

Unless otherwise indicated reference is hereafter made to the passages cited in the
Seaich Report.

2.2 The prior art

D1: The document describes the treatment of osteomyelitis with a combination of rifampin
and doxycycline, a tetracycline belonging to the same class as tigecycline

D2: The document discloses tigecycline as an antibacterial agent. The molecule is
describes as having activity in an anthritic-osteoporosis model and against S. aureus and
E. coli, and is ciaimed against osteoarthritis and osteomyafitis. The document further
discloses the use of doxycycline (example A in Table 3) for the same purposes

D3: The document discloses the activity of tigecycline and rifampin as antibacterial agents,
alone or in combination. In particular it is sald that "the multidrug-resistant bacteria,
including doxycycline-resistant isolates, were susceptible to tigecycline” (cf. Abstract).

D4: The document discloses that doxycycline is used for the treatment of osteoarthritis

DS: The document discloses the activity of tigecycline (GAR-936) against
vancomycin-resistant enterococci, methicillin-resistant S. aureus and penicillin-resistant S.
pneurnoniae.

D8: The document discloses the treaiment of osteomyelitls caused by S. aureus infections
subsequent to implantation of orthopaedic devices with a course of flucoxaciliin/fampin or
vancomycin/ritampin followed by ciprofioxacin/rifampin long term therapy.

D7: The document provides a list of the most common microorganisms causing
osteomyelitis.

DB8: The document lists the bacteria that most commonly cause infectious arthritis (i.e.
septic arthritis) and osteomyelitis. S. aureus Is among them, but most of the bacteria
presently claimed are described.

2.3 Art 33(2) PCT {Novelty)

Form PCT/Sepanate Shest/237 (Shest 2) (EPO-January 2004)
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WRITTEN PINI N OF THE ] Interational application No. |\§
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2004/028980

The subject-matter of claims 1-48 of the present application meeis the requirements of
Article 33(2) PCT.

None of the cited documents discloses Lhe treatment of bone or joint infections, and in
particular of osteomyelitis or of seplic arnthritis, with tigecycline, alone or in combination with
a second antibiotic agent like rifampin.

In particular document D2 discloses the use of a long list of compounds for the treatment
of a number of different lists of unrelated diseases. The present invention is deemed to he
a novel selection over the disclosure of D2 based on the two-list principle.

2.4 Art 33(3) PCT (Inventive step)

The subject-matter of claims 1-48 of the present application does not meet the
requirements of Article 33(3) PCT.

Document D1 discloses the treatment of osteomyelitis with a combination of doxycycline
and rifampin, whereas D4 shows the use of the former alone. The technical prablem faced
by the skilled person in the light of this document can be formulated as "how to find a
different, possibly better treatment of osteomyelitis®. The solution proposed by the present
application is the substitution of tigecycline for doxycycline.

Document D2 shows and claims the actlivity of doxycycline and of tigecyciine (both alone}
in the treatment of inter alia osteomyaelitis, in part due to their (shown) activity against S.
aureus infections, which are shown in documents D7 and D8 to be one of the major
causes of asteomyelitis and septic arthritis. Document D5 further shows the activity of
tigecycline against MRSA infections, and document D3 shows that tigecycline is active
also against doxycycline-resisiant isolates of S. aureus. Form this body of information the
skilled person would have deduced that tigecycline is an ideal candidate for substituting
doxycycline in the treatment of osieomyelitis and septic arthritis, since not only it is shown
to do so in document D2, but also since it possesses properties which can make it even
better than the latter. No inventive step can be acknowledged under these circumstances.

2.5 Art 33(4) PCT (industrial applicabllity)

As staled above, no opinion is given on the question of whether present claims 1-44, 47
and 48 are industrially applicable since their patentability is inter alia dependent upon the:r
formulation as well as upon national and regional laws and no unifying criteria is provided

Form PCT/Separste Sheet/237 (Sheet 3) (EPO-January 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No. \ \o
INTERNATIONAL SEARCHING .
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2004/028980
in this field by the PCT.
3. Section Vi Ty, e
Other cited documents (Rule 70.10 PCT)

Patent number Filing date Priority date Publication date

WO003/099217 22.05.2003 23.05.2002 04.12.2003

The document discloses the treatment of bacterial infections with a rifamycin antibiotic

combined with a second antibiotic, which may be tigecycline

Fom PCT/Separate Sheet/237 (Sheet 4) (EPO-January 2004)
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USO DE TIGECICLINA SOLA O EN COMBINACION CON RIFAMPICINA PARA

TRATAR LA OSTEOMIELITIS Y/0 LA ARTRITIS SEPTICA

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

presente como referencia.

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invenci¢én se refiere a un método nuevo para el
tratamiento de osteomielitis y artritis aéptica causada o
consecuente de infecciones bacterianas. La presente invencién
Lambién 3e refiere al tratamiento de infecciones bacterianas
del hueso, la médula 6sea, las articulaciones y el liquido
sinovial. La presente invencién también se refiere al
t.zatamiento de infecciones bacterianas resistentes a

antibiéticcs en estas patologias y tejidos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCICN

En la (Gltima mitad del sigle XX se produjercon
significativos progresos en el desarrollo de agentes
antibacterianos. Este éxito generd la percepcidén de gque las
cntfermedades bacterianas se curaban con mayor Ffacilidad gue
cualquier otro trastorno importante, pero la emergencia de

microorganismos resistentes a miltiples fdrmacos en la década

27



h

10

[t
TN

de 1990 dio por resultados severas implicaciones de salud
piblica. La resistencia se disemind a microorganismos
previamente susceptibles, y algunos microorganismos  son
esencialmente resistentes a todos los agentes antibacterianos
aprobados.

La tigeciclina, que vertenece 2 la clase de antibidéticos
de la glicilciclina, supera los macanismos existentes de
rasistencia microbiana. Demostrd un zamplio espectro de
actividad antibacteriana, con inhibicién de maltiples bacterias
resistentes grampositivas, gramnegativas vy anaercbias. La
tigeciclina es activa contra la mayoria de los agentes
patogenos mds comunes. La tigeciclina es activa contra agentes
patégenos 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). La tigeciclina es udtil para el tratamiento
agentes patdégenos respiratorios tales cemo Streptococcus
pneumoniae (sensible a penicilina y resistente a penicilina),
Haemophilus influenzasa, Chiamydia pneumoniae, Mycoplasma

pneumoniae, Staphylococcus aureus (susceptible a meticilina vy
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resistence a meticilina), bacilos gramnegativos aerobios, vy
enterococos {enterococos gusceptibles a vancomicina v
resistentes a vancomicina). Los resultados in vivo han sido muy
alentadores v mejores de loa previsto, sobre la base del tiempo
superior a la concentracién inhibitoria minima (CIM) en suero.
Se observa que tigeciclina es un agente antibacteriano sequro.

Los estafilococos meticilinorresistentes son los
microorganismos mas comunes en las infecciones de huesos y
articulaciones (Waldvogel, Infectious Diseases 1988: 1339-
1344). Las opciones para el tratamiento de infecciones debidas
A estos microorganismos son limitadas: la sensibilidad de las
cepas clinicas a las quinolcnas, clindamicina, cotrimoxazol v
rifampicina es variable, y a menudo la sensibilidad se limita a
los glucopéptidc, que se deben administrar por via parenteral.
Ya se describié la resistencia de los estafilococos a los
qlucopéptidos, lo cual representa un problema impertante, dado
que esos farmacos se consideran la regla de oro para el
tratamiento de infecciones severas debidas a estafilococos
neticilinorresistentes (Smith, et al., N Engl J Med 1999; 340:
453-501).

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

Lancet 1999; 354: 2012-2013, Livermore, J Antimicrob Chemother

A
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2000; 46: 347-350). No cbstante, ningquno de ellos se ha
investigado con detenimiento en estudios clinicos para el
tratamiento de osteomielitis.

El tratamiente de infecciones ortopédicas agudas vy
rrénicas es dificil, en parte debido a que muchas de las
infecciones son causadas por agentes patoégenos resistentes a
antibiéticcs, pero también debido en parte a la localizacién de
la infeccién. A menudc el tratamiento requiere una prolongada
terapéutica con antikidtricos Y tratamiento guirurgico
{Lazzarini et al., Curr Infect Dis Rep 2002: 4: 439-445). Se
han 1llevade a cabo varios estudios con diversos modelos
animales de osteomielitis (Rissing, Infect Dis Clin North Am
1590; 4: 377-320). A pesar de un prolongado tratamientc con
antibiéticos, atin se pueden hallar bacterias viables en el
hueso. La erradicacién de mas bacterias del hueso se ha
asociado con wuna duracién prolongada de tratamiento con
antibidéticos (Norden, Rev Infect Dis 1988; 10: 103-110). Tras
cuatro semanas de tratamientc con antibidéticos, la mayoria de
los regimenes antibidéticos fueron incapaces de erradicar los
estafilococos del hueso.

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

al., Pediatr 1975; 55: 213-223, Slama et al., Am J Med 1987; 82
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{Suppl 4A}): 259-261). Lamentablemente, la eleccidén de agentes
antimicrobianos orales es restringida cuando se manejan
microorganismos resistentes a miltiples féarmacos, y el
tratamiento de estos microorganismos resistentes a miltiples
fadrmacos puede requerir el uso de fArmaccs parenterales (Tice,
Infect Dis Clin North Am 1938; 12: 903-919).

En consecuencia, atn 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 z ancibidticos. La presente invenciédn

cubre esta necesidad de larga data.

SINTESIS DE LA INVENCION

La presente invencidén prcvee un métcdo para el tratamiento
de infecciones del huesec o de la médula dsea (a menudo
denominadas osteomielitis) y/o infecciones articulares e
infecciones de los tejidos circundantes !{a menudos denominados
artritis séptica) en un mamifero, de preferencia un humano.
Este método comprende la administracién al mamifere de una
cantidad farmacoldgicamente efectiva de tigeciclina y/o un
agente antimicrobiano selaccionado del grupo formado por
rifamicina, rifampicina, rifapentina, rifaximina e}
estreptovaricina, para tratar la infeccién. De preferencia, el
antimicrobiano es rifampicina.

La infeccién puede ser causada por un agente patdgeno
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seleccionado del grupo formade por bacterias gramnegativas,
bacterias grampositivas, bacterias anaerobias, y bacterias
aercbias. Entre los ejemplos de estas bacterias se incluyen
Staphylococcus, Acinetcobacter, Mycobacrerium, Haemophilus,
Salmonella, Sctreptococcus, Enterobacteriaceae, Enterococcus,
Escherichia, Pseudomonas, Neisseria, Ricksttsia, neumococos,
Prevotella, peptoestreptococos, Bacteroides, Legionella,
estreptococos beta hemoliticos, estreptococos grupo B vy

espircquetas. De preferencia, la infeccidn se debe a Neisseria,

Mycobacterium, Staphylococcus y  Haemophilus, con mayor
preferencia a Neisseria meningitidis, Mycobacterium
tuberculosis, Staphylocceccus aureus, Staphylococcus

epidermidis, Streptococcus pyogenes, Streptococcus pheumoniae,
Haemophilus influenzae, o Myccbacterium leprze.

En realizaciones de preferencia, la infeccién comprende un
agente patégeno que exhibe resistencia a antibiéticos. Como
ejemplos de resistencia a antibiéticos se incluye la
tesistencia a meticilina, resistencia a glucopéptido,
resistencia a tetraciclinas, resistencia a oxzitetraciclinas,
resistencia a doxiciciina; resistencia a clortetraciclines,
resistencia a minociclina, resistencia a glicilciclina,
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 e
macrolidos.

Una resistencia a glucopéptides de preferencia es 1la
resistencia a vancomicina. En otra realizacidén de preferencia,
la infeccidén comprende S. aureus que exhibe resistencia
seleccicnada del grupo formado por resistencia a glucopéptido,
resistencia & tetraciclinas, resistencia a minociclina,
resistencia a meticilina, resistencia a vancomicina y
resistencia a antibiéticos de gligilciclina distintos de
tigeciclina.

En otra realizacidén, la infeccidn comprende Acineteobacter
baumannii, que puede o nc exhibir registencia a antibidéticos
seleccionada del grupe formada por resistencia a
cefalosporinas, resistencia a ciprofloxacina, resistencia a
ritrofurantoina, resistencia a trimetoprima-sulfas, resistencia
a y piperacilina/tazobactam.

En otra realizacién, la infeccidn comprende Mycobacter.um
abscessus que puede o no exhibir resistencia a moxifloxacina.
En ctras realizaciones, la infeccién comprende Haemophilus
influenzae, Enterococcus faecium, Escherichia coli, Neisseria
gonorrhoeae, Rickettsia prowazekii, Rickettsia tvphi, o
Rickettsia rickettsii.

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

Lratamiento de osteomielitis y/5 artriris séptica en un
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mamifero. En otra realizacidn, la presente invencién provee el
usco de una cantidad farmacoclogicamente efectiva de tigeciclina
Yy un agente antimicrobianc seleccionado del grupo formado por
rifamicina, rifampicina, rifapentina, rifaximina [¢]
estreptovaricina para el tratamientc de osteomielitis y/o
artritis séptica. En otra realizacidn, la invencién provee el
uso de una cantidad farmacologicamente efectiva de tigeciclina
para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento e
osteomielitis y/o artritis séptica en un mamifero. En otra
realizacidédn se provee el uso de una cantidad farmacolégicamente
efectiva de tigeciclina y un agente antimicrobiano seleccicnado
del grupo formado por rifemicina, rifampicina, rifapentine,
rifaximina o estreptovaricina para el tratamiento de

osteomielitis y/o artritis séptica en un manifero.

BREVE DESCRIPCION DE 1OS DIBUJOS

Los dibujos ilustren 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 biancos normales, que establece niveles
séricos superiores a la concentracién inhibitoria minima mas de
doce horas después del tratamientc con 14 mg/kg de tigeciclina.

La Figqura 2 muestra la gradacidén por les investigadores de

ia extensién de la infeccidén o6sea como se observa en las
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imadgenes de rayos X. ©Los datos demeestran el efective
lLratamiento de la osteomielitis mediante tigeciclina vy
tigeciclina en combinacién con rifampicina, sobre lcs
controles,

La Figura 3 muestra las unidades formadores de colonias
por gramo de médula y de huesc en cada uno de los tratamientos,
lc cual demuestrs que tigeciclina y tigeciclina en combinacién
con rifampicina fueron tratamientos efectivos de la infeccidn
del huesco y de lz infeccion de la médula dsea respecto de los
controles.

la Figura 4A provee una descripcidn grafica de los pesos
de los conejos durante el curso temporal de la administracién
de diversos agentes antibacrerianos.

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 mnmuestran los picos y valles de
tigeciclina (14 mg/kg dos veces por dia) y vancomicina (30
mg/ky dos veces por dia)} en el suero de conejos infectados,
tras la administiracién 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




10

[
h

rh

10

La presente invencién estd dirigida a métodos para cl
Lratamiento de infeccicnes de hueso y médula oésea en  un
mamifero. De preferencia, el mamifero es un humano. En una
realizacidén de preferencia, la infeccién de hueso c médula &sea
causa nsteomielitis. lL.a osteomialitis es una infaccidn aquda o
crénica del hueso y/o la médula o6sea, e incluye el procesc
inflematorio relacionado del huesoc y sus estructuras debido a
la infeccién por microorganismos piogénicos. La infeccién
asociada con osteomielitis puede ser localizada o diseminarse
por el periostio, la corteza, la médula y el tejido trabecular.
Los agentes patbgenos bacterianos comunes causales de
osteomielitis varian scbre la base de la edad del paciente y al
mecanismo de infeccidén. La osteomielitis aguda incluye dos
categorias principales: osteomielitis hemacdgena y
osteomielitis por inoculacidén directa o contigua.

La osteomielitis hematdégena ea una infeccidn causada por
la siembra bacteriana desds 1la sangre. La osteomielitis
hematégena agquda se caracteriza por una infeccidén aguda detl
hueso causada por la siembra de la bacteria dentrc del hueso,
proveniente de una fuente remota. La osteomielitis hematébégena
ocurre sobre tode en nifios. E1 sitio més frecuente es la
metafisi= altamente vascular y de rapido crecimiento de los
huesos en desarrollo. El1 aparente enlentecimiento y la
sedimencacién del flujo sanguineo a medida gque los vasos forman

adngulos agudos en la metadfisis distal predispone a trombosis de
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los vasos y a necrosis localizada del hueso, con siemhra
bacteriana. Estes cambios de la estructura oOsea se puede
detectar en las imagenes radiolégicas. A pesar de su nombre, lia
osteomielitis hematdgena aguda puede tener un desarrollo
c:linico lentc y un inicio insidioso.

La inoculacién directa o contigua de osteomielitis es
causada por el contacto del tejido con la bacteria durante un
Lraumatism¢ o una cirugia. La ostecmielitis por inoculacién
directa (foco contiquo) en una infeccién de’ hueso secundaria a
lJa inoculaciér de microorganismos por traumartismo directo,
diseminacidon a partir de un foco de infeccidén contiguo, o©
sepsis tras un procedimiencto guirfdrgico. Las manifestaciones
clinicas de la osteomielitis por inoculacién directa son mas
localizadas que las de la osteomielitis hematégena, y tienden a
comprometer miltiples microorganismos / agentes patégenos.

Otras categorias incluyen osteomielitis crénica Y
osteomielitis secundaria a enfermedad wvascular periférica. La
osteomielitis crédnica 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 mds
que una causa verdadera de infeccidn,

Los sintomas de ostecmielitis & menudo incluyen fiebre
alta, fatiqga, irritakilidad y malestar. A menudo hay

restriccidn de movimientss en el miembro o© articulacidn
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intectade. Por lo general, la infeccidén viene acompafiada de
edems Jlocal, eritema y sensibilidad, y puede haber calor
alrededor de la zona afectada. También puede haber drenaje de
los tractoz sinusales en estadios mds tardios de la infecciédn.
Por lo general, la osteomielitis hematdégena se preserta con una
progresién insidicsa lenta de sintomas, mientras que 1la
osteomielitis ecénica puede incluir una dlcera gue no cura,
drenaje del tracto sinusal, fatiga c¢rénica y malestar. Por lo
general, la osteomielitis directa se presenta son sintomas vy
signos destacados en una zona mAs localizada.

Se sabe que ciertos estados patoldgices 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, uso crénico de esteroides, irmunosupresién vy
artropatias crénicas. Ademds, la presencia de un dispositivo
protésico orrctopédico es un factor de riesgo independiente, al
igual que cualquier cirugia ortopédica o fractura abierta
recientes.

Varios agentes patdogenos bacterianos son causales comunes
conocidas de osteomielitis aguda y directa. Por ejemplo, la
osteomielitis directa aguda en recién nacidos (menores de 4
meses) suele ser causada por S. aureus, especies de
Enterobacter, y especies de Streptococcus grupos A y B. En

niflos de entre 4§ meses y 4 ados, la osteomielitis hematégena
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aguda suele ser causada por 8, allreus, especies de
Streptococcus grupo A, Haemophilus influenzae, y especies de
Enterobacter. En nifios y adolescentes entre 4 afos y adulios,
la osteomielitis hematdgena aguda suele ser causada por S.
aureus (80%), especies de Streptococcus grupo A, Haemophilus
influenzae, y especies de Enterobacter. En adultos, la
osteomielitis hematégena aguda suele ser causada por 5. aureus
Y, @n ocasiones, especies cde Enterocbacter o Streptococcus. En
épocas pasadas, el tratamiento primario incluia una combinacion
de penicilina sintética resistente a penicilinasa y una
cafalosporina de tercera generacidén. La terapéutica alternativa
incluye vancomicina ¢ clindamicina y una cefalosporina d&
tercera generacion. Ademas de estos agentes antibacterianos
antes mencionados, se han usado ciprofloxacina y rifampicina en
terapéutica combinada para pacientes adultos. En los casos de
evidencias de infeccién por bacilos gramnegatives, a menudo se
administra una cefalosporina de tercera generacidn.

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

utiliza ciprofloxacina ceme tratamiento aliternativo. En
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pacientes con enfermedad de células talciformes, la
osteomielitis diregcta sueles ser causada por 5. aureus Yy
especies de Salmonella, y la principal eleccién de tratamiento
es un antibidéticc de fluoroguinclena (no en nifdes). Una
eleccién alternativa es una cefalosporina de tercera generacion
{p.ej., ceftriaxona).

Para pacientes con ostecmielitis debida a traumatismo, por
lo general los agentes infecciosos incluyen S§. aureus, bacilos
coliformes Y Pseudomonas aeruginosa. Los antibiéticos
principales son nafcilina vy ciprofloxacina. Entre las
alrernacivas se incluyen vancomicina y una cefalosporina de
tercera generacidén con actividad antipseudomonas.

En consecvencia, tal ccmo se usa en la presente y en las
reivindicacicnes, el término “osteomielitis” incluye
osteomielitis hematégena, osteomielitis de inoculacidn directa
0 contigua, osteomielitis crdnica y ostecmielitis secundaria a
enfermedad vascular periférica. La osteomielitis puede ser
consecuencia de infecciones cauvsadas por cualquiera de los
agentes patdégenos antes descritos, sino también otros agentes
patégenos con capacidad para infectar el hueso, la médula ésea,
la articulacién o el tejido circundante.

El tférmino “tratamiento de osteomielitis” incluye la
erradicacién de los agentes patégenos / bacterias causales de
infeccién asociada con c¢steomielitis, 1la inhibicién de

crecimiento bacteria, la reduccién de la concentracibn
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bacteriana, la reduccidn del tiempo de zecuperaciébn de 1la
infeccidén, el mejoramiento, la eliminacién o la reduccidn de
los sincomas de infeccidn tales come tumefaccidn, necrosis,
fiebre, dolor, debilidad y/u otros indicadores seleccionados
como medidas adecuadas por 198 expertes en el arte.

En 1la actualidad, el principal tratamiento de
ostecmielitis c¢onsiste en antibidéticcs parenterales gue
penetran las cavidades oéseas y articulares. Se requiere
tratamiento durante al mencs cuatrc & seis semanas. Después de
iniciar la administracidon de antibidticos intravenosos en un
paciente internado se puede continuar la terapéutica con
entibidticos intravencsos v orales, segin el tipo y la
localizacion de la infeccidn, para pacientes externos.

Por ejemplo, por lo gereral la osteomielitis causada por
infecciébn por 5. aureus se trata con 2 gramos de cloxacilina
administrada por via intravenosa o parenteral cada seis horas,
durante al menos los primero 14 dias, o durante todo el curto
del tratamiento de hasta seis semanas. Otros Ltratamientos son
cefazolina administrada en 1-2 gramos cada ocheo horas durante
seis semanas o 600 mg de clindamicina cada ocho horas durante
sels semanas.

En general, 1a osteomielitis causada por estreptococos
beta-hemoliticos se trata por via intravenosa o parenteral con
penicilins bencilica con dos millcnes de UT cada cuatro a seis

horas durante dos a cuatro semanas. Las infecciones por
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Salmonella spp. se itratan con ciprcflozacina 2 750 mg por via
nral cada 12 horas durante seis semanas.

En general, el tratamiento de la osteomielitis causada por
Haemophilus influenzae en nifios consiste en la administracisn
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 hcras durante cuatro a seis dlas. Este
tratamiento se continfia con amoxicilina en 15 mg/kg mds Aacido
clavulanico por via oral {(maxime 500 mg) cada ocho horas
durante cuatrc 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 cuatro a seis dias, més cefotaxime
intrxavenoso o parenteral en 50-75 mg/kg cada ocho horas durante
cuatro a seis dias. Se sigue el tratamiento con amoxicilina en
15 mg/kqg mas acido clavulénico oral (médximo 500 mg) cada ocho
horas durante cuatro semanas.

En general, la infeccidén en nifos por S. aureus se traria
mediante la administracidén intravenosa o parenteral de 25-50 mg
cde cloxacilina cada cuatro a seis horas durante cuatro a seis
c¢ias, 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 coral cada seis horas durante tres o
cuatro semanas.

El tratamiento de la infecciédn en nifios por Salmonella

e
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spn. depende de la susceptibiiidad del agente patégeno. Las
elecciones de tratam:iento incluyen cloxacilina mas cefktriaxona,
seguido de sulfametoxazol en 29 mg/kg ¥ trimetoprima en ¢ mg/kg
por via oral cada 12 horas durante seis semanas, ¢ amoxicilina
en 7,5-15 mg/kg por via oral cada 12 horas durante 3seis
semanas, o ciprofloxacina =n 10-15 mg/kg cada cuatro a seis
horas durante cuatro a seis dias, miés cefotaxime en 50-75 mg/kg
por via intravenssa cada ocho hcras durante cuatro a seis dias,
sequido de sulfametoxazol y trimetoprima o amoxicilina o
ciproflaxacina.

Otra realizacién de la presente invencién provee métodos
para el tratamiento de infecciones articu_ares y/¢ infecciones
de tejidos circundantes en un mamifero. De preferencia, el
mamifero es un humano. En una realizacién de preferencia, la
infeccién articuler y/o la infeccién de tejidos circundanres
causa artritis séptica.

La artritis séptica es una infeccién de la articulacién y
los tejidos circundantes, Yy causa inflamacidn de 1la
articulacién causada por 1la presencia de microorganismos
intraarticulares vivos. Con mayor frecuencia, 1la artritis
séptica es secundaria a osteomielitis, especialmente en la
infancia, es consecuencia de la infeccidn bacteriana.

Ia infeccidn de la articulacién se puede producir por
varias vias. Con mayor frecuencia, la diseminacién del agente

patégeno infectante es hemactdgena. Con frecuencia, la ariritis
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séptica se origina & partir de infecciones © abscesos en la
piel. La sepsis en la boca y los diertes c tras procedimientos
dencales o en asociacidérn con infecciones de las vias
respiratorias o urogenitales también pueden causar artritis
séptica. Los traumatismos penetrantes dicectos de la
articulacién con objetos punzantes, o por lesiones traumiticas
importantes también pueden causar infecciédn articular. La
aspiracidn o la inyeccidén articular y los procedimientos
quirdargicos tales como el reemplazo articular también pueden
cauvsar infeccidén articuler. EAdemas, a menudo la csteomielitis
se disemina v afecta la articulacién. Esto es especialmente
comun en niflos pequefos. For udltimo, la 1infeccién de los
tejidos blandos adyacentes a la arciculacidén, por ejemplo la
inflamecidén de las bolsas o vainas terdinosas, se pueden
diseminar hasta afectar el espacioc articular. La diseminacidn
de la infeccidén por via hematdgena sigue siende la causa mas
frecuente de sepsis articular.

Entre los sintomas de artritis séptica se incluyen
malestar y fiebre, articulacidén o articulaciones calientes
agudas, Jjunto con inflamacidén aguda: tumefaccidén y efusidn
articular, enrojecimiento, dolor y pérdida de funcidn.

Los microorganismos causales de artritis séptica mas
comures son Staphyloccccus aureus. En artritis séptica neonatal
también son agentes patdgenos comunes Escherichia coli vy

Haemophilus influenzae. En nifios de hasta 5 aflos, la causa mé&s
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comun de sepsis articular hematogena es Haemophilus influenzae.
Las bacterias gramnegativas intestinales también son agences
patdbgenos comunes en anciancs y en personas con diabetes
mellitus o protesis articulares. En los cascs de lesiones
penetrantes, y &n berscnas que abusan de drogas intravenosas d
menudo se encuentra infeccién por Pseudomonas aeruginosa o
Staphylococcus epidermidis. En adultos jévenes sanos, en
orasiones Jla causa de artritis séptica es la infeccidén por
Neisseria gonorrhoeae o por meningococos. La artritis séptica
cronica de grado baijo, especialmente en la columna, puede ser
consecuencia de infeccidén por microorganismos tales como
Mycobacreria o Brucella abortus. Ademas, el rango de agentes
patbgenos en pacientes ccn sindrome de inmunodeficiencia
adquirida es variado.

Alguncs de los agentes patdgenos de artritis séptica mas
comunes incluyen, sin limitacicnes, (1) grampositives:
Staphylococcus aureus {(B0% de los casos). Streptococcus
pyogenes/pneumoniae; (2) gramnegativos: Haemophilus influenzae,
Neisseria gonorrhoeae/meningitidis, Pseudomonas aeruginosa,
Bacteroides fragilis, especies de Brucella, especies de
Salmonella, bacterias fusiformes; (3) bacilos acido-alcohol
resistentes: Mycobacterium tuberculosis, micobacterias
atipicas; y (4) espiroquetas: Leptospira icterohaemorrhagica.

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

reivindicaciones el término Yartritis séptica” incluye
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infecciones articulares y de los tejidos circundantes causadns
por Jlos agentes patdgencs antes menclionados, ademas de
cualquier otro agente patbébgeno con cavacidad para iniectar la
articulacién y los tejidos circundantes. Los tejidos
circundantes incluyen, sin limitaciones, el misculo
circundante, los tendones relacionados, loa huescs conectados,
las bclsas, las vainas tendinosas, el sinovio, el liquido
sinovial y el cartilago relacionado.

El término “tratamientc de la artritis séptica” incluye la
erradicacién de los agentes patégenos / bacterias causales de
la infeccién subyacente asociada a artritis sgéptica, la
inhibicién del desarrolle bacteriano, la reduccién de la
concentracidén bacteriana, la reduccién del tiempo de
recuperacién de la infeccién, el mejoramiento, la eliminacién,
o la reduccidén de sintomas de infeccidn tales como tumefaccién,
necrosis, fiebre, dolor, debilidad, vy/u otros indicadores
seleccionados comeo medidas adecuadas por los expertns en el
arte.

Por lo general, las articulaciones sgépticas se tratan
durante cuatrc a seis semanas, mientras qQue las artroplastias
infectadas se tratan durante cuatro a 9eis semanas o0 més.
(Calhoun et ai., Am. J. of Surgery 1989; 157: 443-449, Calhoun
et al., Archives of Otolaryngology - 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., Orthcpaedic Review 1989; 18:
581-585, Madex et al. Drugs & Aging 2000; 16(1): 67-80). Estos
prolongados tratamientos antibidéticos se tornan  afdn  mas
problematices cuando hay bacterias resistentes a féarmacos,
tales com¢o Staphylococcus aui=2us resistentes a meticilina.

Antea de la caracterizacidn del agente patdgenc, por lo
general el traktamiento de la artritis séptica en adultos
comienza con Z g de cloxacilina por via intravenosa o
intramuscular cada seis horas en combinacidén 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 mézimo de 2 g cada seis
horas, en combinacién con ceftriaxona 25-50 mg/kg hasta un
maximo de 2 g cada 24 horas. En neonateos, el tratamiento
incluye clozacilina por via IiIntravenosa o intramuscular en 50-
75 mg/kg hasta un mAximo de 2 g por via intravenosa cada ocho
horas. Otros tratamientos antibidticos incluyen cefotaxima,
flucloxacilina, y penicilina bencilica.

Una vez identificadec el agente patdgeno, el curso comin ae
tratamiento se basa en los agentes patdgenos infectantes
presentes. Por ejemple, cuardo se determina que la infecciédn
comprende Staphylococcus av-aus, & menudo se trata la artritis
septica con clexacilina por via intravenosa cada seis horas, o
cefazolina cada cocho heras, o clindamicina cada ocho horas,

donde el tratamiento elegido dura dos o tres semanas. El1 5.
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aureus meticilinorresistente se trata con vancomicina
administrado por via parenteral.

El tratamiento antibiético de osteomielitis y artritis
séptica es auin un desafio para el meédico. Muchas infecciones
ortopédicas se adaguieren en el ambiente hospitalario (Holiom et
al., Clin Orcthop 2002; 403: 38-44). Ademdas, los agentes
causales de estas infecciones a menudo son resistentes a
miltiples farmacos. Los estafilococos sor. los microorganismos
hespitalarics resistentes a farmacos mas comunes, pero también
pueden intervenir agentes patdgenos gramnegativos (Cunha, Cliin
Infect Dis 2002; 35: 287-293:.

Las infecciones debidas a Staphylococcus aureus
meticilinorresistentes, comparadas con las debidas a S. aureus
meticilinosensibles, son mds dificiles de tratar y pueden tener
un peor prondstice {Cosgrove et al., Clin Infect Dis 2003; 3€¢:
53-59). Las opciones terapéuticas paraz estas infecciones son
limitadas. Los udnicos farmacos con eficacia constante contra
todas las cepas de estafilococos y extensamente estudiados para
el tratamiento de infecciones oO&seas son los glucopéptidos.
Lamentablemente, ya se ha reconocido la resistencia a estos
antibidéticos como uno de 1los principales problemas del
tratamiento de agentes patégenos grampositiveos. lLos enterococos
resistentes a vancomicina tienen distribucidén mundial, y dicha
resistencia ha demostrado ser potencialmente transmisible a

otros microorganismos gramposiktiveos in vitro i{Noble, er al.,
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FEMS Microbiology Letters 1392; 72:185-198). Ademas, se han
aislado cepas espcrédicas de Staphylococcus aureus resistentes
a vancomicina en varios paises (Hiramatsu, Awm J Med 1998;
104:75-108, Hamilrton-Miller, Infeccidn 2002; 30: 118-124). En
consecuencia, tiene fundamental impertancia la disponibilidad
de agentes antimicrobianos zlternativos para el tratamiento de
patdgenos resistentes a miltiples farmacos.

Tigeciclina ({(antes a menudo alin 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 wvitro «contra una gran cantidad de microorganismos
grampositivos y gramnegativos, aerobios y anaerobios, incluso
Staphylococcus aureus meticilinorresistente {(MRSA}, enterococes
vancomicinorresistentes (incluso Enterococcus faecalis),
neumococos penicilinorresistentes/macrolidorresistentes,
Prevotella spp., peptostreptococos, v Mycobacterium spp.
{(Boucher et al., Antimicrob Agents Chemother. 2000; 44(8):
2225-2229, Gales et al., Antimicrcb Agents Chemother. 2000; 4&:
19-36, Goldstein et al., Antimicrob Agents Chemother. 2000;
441{190) : 2747-2751). Las tetraciclinas s50n agentes
bacteriostaticos que actian por inhibicién de la sintesis de

roteinas bacterianas. Se han desarrollado glicilciclinas para
superar L.os mecanismos bacterianos de resistencia a las

tekraciclinas, si bien aln no se ha determinado el mecanismo de

%
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acciéon exacto (Rasmussen et a&l., Antimicrob Agents Chemotner
1995; 38: 1658-1660).

l.a tigeciclina se corcentra en hueso, médula oOuea,
articulaciones y liquido sinovial, ademds de muchos otros
organos y tejidos de interés. Ademds, se ha descubierto que
tigeciclina se concentra en las porciones infectadas de los
tejidos antes descritos. Los estudios de farmacocinética de
tigeciclina intravencsa en humanos han democstrade que hay una
fase de difusidén réapida, con una vida media prolongada {40 a 60
horas) vy un elevado volimen de distribucién en estado estable
(7 a 14 L/kg). Estudios en animales con tigeciclina con marca
radiactiva sugieren que esta fase de distribucidén rapida vy
elevado volumen de distribucién en estado estable xepresenta la
penetracidén de tigeciclina en tejidos que incluyen pulmones y
hueso.

Por ejemplo, se ha demostrado la distribucién de
tigeciclina en tejides de ratas Sprazgue-Dawley cuandec se
administra |['"C] tigeciclina en una dosis de 3 mg/kg por
infusién IV durante 30 minutos. En general, hubo una buena
distribucién de la radiactividad en la mayoria de los tejidos,
y se observé la mayor exposicidn glocbal en hueso. Las
exposiciones en tejidos que mostraron las nayores
concentraciones fueron las =siguientes: hueso>médula oOsea
>gléndula saiival, tiroides, bazo y ridén. En cada uno de estos

tejidos, la relacién de superficie baje la curva concentracién-
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tiempo (AUC; en tejicmos respecto de AUC en plasma fue supelor
i L0, En este estudio, la relacion entre AUC en el pulmdén de
rata y AUC en plasma fue de 4,4, Ademds, s&¢ ha demostraau gue
la tigesicliina adrinistrada por via intravenosa penstra en 2l
rejico Osec de numancas y la edminiscracién intravenosa extiende
la rnoncentracidén de cigeciclina en liguido sinovial en humanos
¢n el tiempc.

los inventores descubrieron que tigeciclina es un
t.ratamiento util de osteocmielitis y artritis séptica. Fi
espectro antimicrobianc es amplic, e incluye todos los agenLes
patogenas hatlacdos er las infecciones nosocomiales de huescs y
articulacionss. Las eropiedades farmacocindticas son
faverabies, dado que el firmaco se puede administrar dos veces
per die. Ademds, se hallearon penetracidén désea y niveles
farmacoidgicos superiores a la concentraciédn inhibitoria minima
{CIM) en casi todas las muestrzz obtenicdas. La concentra.idén
inhibitoria minima es un mézodo para determina: ia eficacla Jdu
un compuesto en la inhibicidn del crecimiento bacterianc. Es la
menor concentraclén de un agente antimicreobiano gue inhibe el
desarrollo de un wmicroorganismo, y depneria cerresponder a
voncentraciones requeridas an los sueros de lo3a mamiferos para
el Lratamiento minime. 2demds, la tigeciclina proporxciond un
buen perfil de seguridad er humancs, l¢ dgue demuestra que .
agente antimicrobiano deberia ser adecuado para estudiinos

¢linicos sobre infecciones orstopédicas.
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prowazekii, Ricketcsia typhi, Rickettsia rickettsii,
Mycobacterium leprae, Mycobacterium sbscessus, o Mycoplzsad
pneumcnice.

En una realizacién de la presente inverncién se provee un
métedo para el tratamiento de infecciones de hueso, médula
ésea, articulaciones y lcs tejidos circundantes, y un método
para el ctratamiento de osteomielitis y/o artritis séptica
causados por las cepas bacterianas (tales como las antes
descritas) gque muestran resistencia a antibiéticos por la
administracién de una cantidad farmacéuticamente efectiva de
tigeciclina. Pcr ejemplo, la resistencia exhibida puede ser,
sin limitaciones, resistencia & meticilina, resistencia a
glucopéptido, resistencia a tetraciclina, resistencia a
ocxitetraciclina, resistencia a doxiciclina; resistencia a
clortetracicliina, resistencia a minociclina, resistencia a
glicilciclina, resistencia a cefalosporina, resistencia a
ciprofloxacina, resistencia a nitrofurantoina, resistencia a
trimetoprima-sulfas, resistencia a piperacilina/tazobactam,
resistencia 2 moxifloxacina, resistencia a vancomicina,
resisctencia a2 teicoplanina, resistencia a p2nicilina, vy
resistencia a macrélides.

En una realizacidén de preferencia, .a resistencia a
gluccpéptido 0s resistencia a vancomicina. En okra realizacidr
de preferencia, la infeccién comprende 5. aurens gque exhibe

resistencia ds resisrtencia a glucopéptido, resistencia a
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tekraciclina, rasistencia a minociclina, resistencia a
meticilina, resistencia a vancomicina o resistencia & un
antibiético de glicilciclina distinto de tigeciclina.

En otra realizacidén de preferencia, la infeccidén comprende
Acinetobscter baumannii que puede © no exhibir resistencia a
antibidticos tales como resistencia a cefalosporinas,
resisltencia a ciprofloxacina, resistencia a nitrocfurantoina,
resistencia a trimetoprima-sulfas, Y resistencia a
piperacilina/tazobactam. En otra realizacidén, la infeccién
comprende Mycobacterium abscessus que puede o no exhibir
reaistencia a moxifloxacina.

En &l tratamiento de humanos y otros mamiferos,
tigeciclina se administra mAs cominmente por viz intravencsa,
i bien los expertos en el arte disponen de otras vias de
administracién. Los sujetos humanos toleran dosis de hasta 100
mg administradas durante infusiones de una hora. lL.as
administraciones dos veces al dia durante nueve dias de 75 mg o©
mds en infusiones de 200 ml durante una hora a sujetos
alimentados 30 minutos antes de 1la infusién produjeron
intelerancia gastrointestinal en todos los sujetos, con nduseas
y vomitos. Fue tolerada la administracién dos veces diarias de
25-50 mg eu infusiones de Z00 ml durante una hora. También se
toleré vna vnica infusidén de 100 mg, con concentracivnes
séricas pico promedio de 0,3 a 1,1 microgramos/ml.

La administracién de 14 mg/kg dos veces al dia a cunejos
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New Zealand White produic niveles de estado estable superiorzes
a la concentracibédn 1nnhibitoria minima. Véase Figura 1. Las
concentraciones inhibitorias minimas {(CIM) y concentraciocnes
bactericidas minimas (CBM; para tigeciclina en las cepas MRSA
utilizadas en este estudio fueron inferiores a 0,2 g/ml y 0,2
g/ml, respectivamente. La medicién de CBM provee un métodn
para la determinacién de la eficacia de un compuestc en la
eliminacidén de las bacterias. La técnica de CBM establece cl
nivel minimo de un agente opactericida que eliminard al menos
99,9% de los organismo =n un indculo estandar.

Las CIM y CBM fueron determinadas por Hercier et al. para

tigeciclina contra E. faecium resistente a vancomicina en 0,125

g/ml y entre 16 y 32 g/ml, respectivamente. Para S. aureus,

las concentracicnes inhibitorias minimas y las concentraciones
bactericidas minimas fueron entre 0,25 y 1 g/ml y 16 y &4
g/ml, respectivamente. En un estudio de uso compasivo, los
inventores hallaron que la concentracidn inhibitoria minima de
tigeciclina contra M. abcessus en un paciente humano fue de
0,25 g/ml.

Fn mamiferos, §$. aursus mecticilinorresistente se puede
tratar con tigeciclina en el rango de & mg/kg a 60 mg/kg dos
veces al dia, <on mavor preferencia 10 mg’/kg a 40 mg/kg, con
maycr preferencia 12 mg/kg a 20 mg/kg. Las desificaciones
#decuadas para €l tratamiento de otrcs agentes patdgenos seran

aparentes & los expertos en el arte.
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En un estudio de usc compasivo, un paciente humanc padecia
espina bifida con consecuente paraplejia. El paciente lLenia
alergia severa a sulfas y se presentd con bacteriemia
meLicilinorresistente por talén decibito infectado. El paciunte
también presentaba degradacién cutdnea sobre el isquiédn
derecho. Se debridé la dlcera, pero npo curd. Una IRM reveld
osteomielitis y una seccién del hueso fue positiva para
infeccidn por Acinetobacter baumannii.

El A. baumanii era resistente a celkalosporinas,
ciprofloxacina, nitrofurantcina, Y mostrd resistencia
intermedia a trimetoprima-sulfas y piperacilina/tazobactam. El
microorganismo era susceptible a imipenem, gentamicina vy
tobramicina. Se traté el paciente con meropenem y tobramicina.
Luego se reempiazé meropenem por aztreonam debide a la
presencia de eosinofilia. Luego se discontinud aztreonam debido
a eosinofilia persistente. También se discontinud tobramicina
debido al aumento de 1la creatinina. Luego se tratd el paciente
con tigeciclina durante dos meses con %) mg cada 12 horas o 30
mg cada 24 horas. Al cavo de un mez de ra2cibir tratamiento con
tigeciclina, una IRM mostrd la resolucién de la osteomielitis y
se cbservé notable mejoria en el liguido obtanido de la zora
isquial derecha. Se informé gque el paciente evolucionaba bhien
diez semaras después del tratamierto con tigeciclina.

En otrc estudio da wuso compasivo, un paciente con

displasia ectodérmica anhidrética e inmunodeficiencia tenia
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antecedentes de tres anocs y medio de osteomielitis veriebzal
con infeccidédn Mycobacterium ebscessus. La debridacién se 1agrd
tLras un afo un afio de infeccién con colocacién de hardware. Li
paciente mostré cierta mejoria con cefoxitano, claritromicina y
amicacina. Mads rtarde se interrumpidé la amicacina debido a
deterioro renal. Mas tarde se agregd linezolide y azitromicina
al régimen terapéutico. Se determind que el microorganismo era
resiscente a moxifloxacina.

Més adelante, el paciente se presenté con una nueva
osteomielitis vertebral justoc por encima del sitio de la vieja
infeccidn. Se realizd una biopsia y sz determind cque no era
necesaria una debridacién adicional. Se halldé que el
microorganismo sélc era sensible a cefoxitina. Se determinc que
seria 0til otroc agente antimicrobiaro, y ae encontrdé gque el
microorganisme era susceptikle a tigeciclina. Se administrd
tigeciclina en CIM (3,25 microgramos/ml. El recuento de
leucocitos del paciente era normal, habia hipogamaglobulinemia
v disminurién de la funcién linfocicaria. El paciente también
habla estado bajo tratamiento con I:i-12, pero se mantuvo T1.-12
durante el tratamiento antibidtico. Se informd que el paciente
evolucionaba bien un ano después del tratamiento.

Otra reaiizacidédn de la rresente invencidén provee un mérodo
para el traitamiento de infecciones de hueso, médula O6sea,
articulaciones y teiido c¢ircundante, y un método para el

tratamientos de ostecmieliris vyv/0 artritis séptica en un
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mami fero, de preferencia en humano, que comprende la
adminisrracién al mamifero de una cantidad farmacclégicaments
efectiva de rtigeciclina y un agente antimicrobianc de 1la
familia de ansamicina, que incluye ics grupos de antibiéticos
rifamicina y estreptovaricina. La fawmiliaz de rifamicina incluye
rifampicina, rifapentina, rifaximina, y de preferencia,
rifampicina. Estos antibidéticos macrociclicos tienen actividad
bactericida debido a su propensién a unirse a ARN polimerasa.
Estos antibiéticos son (Gtiles en combinacién con tigeciclina
pues efectdan distinuocs pasos en la sintesis de proteinas
bacterienas. Mientras que las rifamicinas actdan con la
ARNpolimerasa y limitan ls vroducciédn de ARN mensajero, la
tigeciclina tiene accién scbre los riboscmas y la produccién de
las proteinas a partir del ARN mensajerc. El modo de accién de
la tigecicline parece estar relacionado con la inactivacidn de
Jos ribosomas 705 a través de la unién al sitio de fijacidn de
una tetraciclina en la subunidad ribosomal 303 con una
orientacidén aigo diferente que la tetraciclina. (Bauers et ai.,
J. Antimicrob Chemother. 2004; 53(4): 592-599).

lLos presentes inventores descubrieron gque tigeciclina en
comhinacién con un antibibético de la clase de antimicrobianos
de rifamicina provee efectc antimicrobiano aditivo en rejidos
infectadcs. En wna investigacién con conejos inecculados en la
tibia corr 5. sureus metic:ilinorresistentes, el tratamiento de

osteomielitis con tigeciclina en combinacidén con rifampicina no
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demostrd infeccién en hueso en 10 conejos mientras leos
controles moestraron infeccidn en 11 de 15  conejns. El
tratamiento en médula %sea tampoco demostrd infeccidsn en 10
conejos mientras los controles mostrarcn 5 conejos infectacdcs
de 15 conajcs  estudiadocs. Ademéds el tratamiento de
osteomielitis en conejos con tigeciclina sola demcstré
infeccién en huesc de un conejo de 10 y sin infeccidén en la
médula Osea.

En mamiferos, el tratamientc con rifampicina puede estar
en el rango de 10 mg/kg a 100 my/kg doz veces por dia, con
mayor preferencia puede estar en ei 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 weces por dia. En conejos
New Zealand White infectados por MRSA, el Lratamiento con 4C
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 pa/ml, respect:vamente, para dar una proporcién de
0,5.

La administracién oral a humanos de rifampicina esta
disponible en capsulas de 150 y 300 mg. Tras una dosis unica de
600 en adultos humanos sanos, las concentraciones séricas pico
promediaron 7 microgramcsa/ml pero con amplia variacién entre 1
y 32 microgramos/mi. Con la administracion de 600 mg por via

intravenosa a humancs adultos sanos durante 30 minutos se

V2



2

1%
(¥}

N

34

ohtuvieron concentracicnes séricas pico promedio de
aprozimadamente 17 microgramos/ml.

De preferencia, la adminiatracidén de tigeciclina es por
via intravenosa o intramuscular, mientras que la rifampicina se
puede administrar por via intravenosa, intramuscular, oral o
poer otras vias de administracidén conocidas en el arte, tales
como sistemas de administracidn transbucal, intrapulmonar o
transdérmica. La administracién conjunta puede incluir wuna
combinaciédn de cualquiera de estos métodos. Por ejemplo, se
puede administrar tigegiclina por via intravenosa, mientras que
la rifampicina se puede administrar por via oral. 1la
adminisctracién conjunta incluye la administracién simultanea o
secuencial en cualguier orden y no necesariamente implica la
administracioén simultarea a la misma hora o el mismo dia o el
mismo esgquema de tiempo. De preferencia se mantienen las
concentraciones de tigeciclina y rifampicina concurrentemente
bien por encima de la concentracién inhibitoria minima.

En un estudioc de 1los inventores, un grupoc de conejos
infectados por S. aureus meticilinorresistentes y tratados con
tigeciclina mostré mencos unidades formadoras de colonias en
hueso y médula o6ésea que el grupo control infectado y no
tratado, o el grupo tratade con vancomicina al final de.
periodo de tratamiento. La CIM v la CBM para tigeciclina (0,2
g/m!) fuevon inferiores gque para vancomicina (0,39 g/ml vy

0,78 g/ml), lo que mejora laz resolucién de las infecciones
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osteomieliticas. La asociitién de tigeciclina y rifamplicina
permicié la erradicczcidn completa de bacterias de la médula
6sea, mientras que en el grupo con vancomicina mas rifampicina
una muestLra seguia siendo positiva. Véase Figura 3. EL
lratamiento fue exitcsos con la administracién subcutanea 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 daLos
demuestran que ia c¢sreomielitis en conejcs con infeccidn por £.
aureus meticilinorreaistente se trata eficazmente con una
combinacion de tigeciclina y rifampicina.

En consecuencia, de acuerdo con las descripciones de la
presente, tales ccmo los regimenes de dosificacién y de
tratamiente ({es decir, longitud y modo de administracién, ¥y
curso temporal de la terapéutica) utilizados en los estudies de
uso compasivo antes descritos l1os tipicos regimenes de
dosificacidén y de tratamiento de los antibidticos comunes
adininistrados a pacientes para tratar infecciones con los
agentes patdgenos enumerados, y los regimenes de dosificacién y
cde tratamiencto utilizados en el estudio con conejos, un experto
en el arte apreciard el régimen de dosificacién y de
tratamiento adecuado para administrar a un mamifero a fin de
lograr una cantidad farmacoldégicamente efectiva de tigeciclina
y/c antimicrobisnos adicionales tales como rifampicina, para
L.ratar osateomielitis y/o artritis séptica. Un experto en el

arte apreciara gue factores rtales ccmo la extensidén de la
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infeccion, la salud general, el peso y _a edad del pacLente
tendrén efecto sobre el régimer de dosificacién y tratamiento
buscado.

El término “cantidad farmacoldgicamente efectiva
significa, de acuerdc con consideracicnes conocidas en el arte
con la cantidad de agenta antimicrebiano efectiva para lograr
un efecto farmacolégico ¢ una mejoria terapéutica sin efectos
secundarios adversos indebidos, incluyende, sin limitac.iones,
inhibicién del desarrcllo Dbacteriano, reduccién de la
concentracién de bacterias, reduccidn del tiempo de
recuperacién de la infeccién, mejoramiento, eliminacidén, o
reduccién de los sintomas de infeccidon u otros patolégicoa
tales como tumefaccidn, necrosis, fiebre, dolor, debilidad, y/u
otros indicadores, como se seleccione como medidas adecuadas
para los expertos en el arte.

Otra realizacidén de la presente invancidédn provee el uso de
tigeciclina con o sin un agente antimicrobianc seleccionado del
grupo formado por rifamicina, rifampicina, rifapentina,
rifaximina, o estreprtovaricina (de preferencia rifampicina)
para la elaboracién de un medicamanto para el tratamiento de
inktecciones de hueso, médula &sea, articulaciones y tejidos
circundantes, y osteomielitis y/o artritis séptica en un
mamifero, de preferencia un humano.

Otra realizacién provee una composicidn farmacéutica para

el tratamiento de infecciones de huesc, médula odsea,
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articulaciones y 1i1ejidos circundantes, y osteomielitis y/o
artritis séptica er un memifers, de preferencia un humano, que
comprende tigeciclina, con o sin un agente antimicrobianc
seleccionado del grupo formado por rifamicina, rifampicina,
rifapentina, rifaximina, ¢ estreptovaricina (de preferencia
rifampicina), vy diluyentes, ccnservadores, sclubilizantes,
emulsionantes, coadyuvantes y/0o portadores farmacéuticamente
aceptables y convencionalmente utilizados en formulaciones
iarmacéuticas v veterinarias. Las presentes formulaciones
farmacéulicas se pueden adaptar pgara la administracién a
humanos y/c animales.

Otra realizacidn de la presente invencidén provee el uso de
tigeciclina con 2 sia un agente antimicrcbiano seleccionadn clel
grupo formado rifamicina, rifampicina, rifapentina, rifaximina,
0 estreptovaricina {de preferencia rifampicina) para la
elaboracién de un medicamento para el tratamiento de
infecciones de huesc, médula ¢ésea, articulaciones y tejidos
circundantes, y osteomielitis y/c artrzicis séptica en un
mamifero, de preferencia un humano.

Se entiende que las diversas realizaciones de la presente
invenciébn, tigeciciina y/o rifampicina y otros agentes
antimicrobianos pueden estar presentes como laa
correspondientes sales farmacéuricamente sceptables. DPor

ejemplo, dichas sales pueden incluir, sin limitaciones, las
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sales de clorhidrato, sulfato o fosfato. También pueden incluir
las sales de acetato, citrato o lactato, por ejemplc.

El medicamentoc o composicién farmacéutica se administra en
una dosis para obtener una cantidad farmacoldygicamente efecriwva
de tigeciclina y una cantidad farmacolégicamente efectiva de un
agente antimicrobiana seleccionado del grupo formado por
rifamicina, rifampicina, rifapentina, rifaximina, 0
estreptovaricina (de preferencia rifampicina). La composicidn
farmacéutica y/o medicamento ademds comprende diluyen:es,

conservadores, solubilizantes, emulsionantes, coadyuvantes y/o0

portadores farmacéuticamente aceptebles. Pueden incluir, sin
limitaciones, sacaross, manitol, sorbitol, lecitinas,
polivinilpirrolidonas, celulosas microcristalinas,

metilcelulosas, carboximetilcelulosas, hidroxietilcelulosas,

hidroxipropilcelulosas:; almidones, poliacrilatos,
etilcelulosas, hidroxipropllcelulosa,
hidroxipropilmetiicelulosa y sus derivados, triacetina,

dibutilftalate, dibutilsebacato, <&steres de A4cido citrico,
polietilenglicoles, polipropilenglicoles, polivinilpirrolidona,
lactosa, sacarcsa, =stearato de magnesio, talco, o aceite ds
silicona.

Para la administraciéan oral, se pueden utilizar
formulaciones farmacoldgices tales —omo, por ejemplo,
comrrimidoas, capsulas, emulsiones, solucicnes, jarabes o

suspensiones. Para la administracién parenteral, las
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formulacicones se pueden utilizar como ampollas, © como
suspensiones, soluciones o emulsiones en vehicuvlos acuosos u
olensos. Es chvio que la necesidad de agentes de suspension,
establlizacidn y/o dispersidén tendrén en cuenta la solubilidad
de los compuestos activos en lcs vehiculos que se utilizan en
las realizaciones particulares. Las Formulaciones pueden ademas
contener conservadores y anticxidantes tisiolhgicamente
compatibles.

Las formulaciones farmacolégicas también se pueden
utilizar como supositorios con 1las bhases de supositorios
convencionales tales como manteca de cacac u otros glicéridos.
Como alternativa, las formulacionas pueden estar disponibles en
EForma de depésito, que liberard el compuesto activo lentamente
en el organismo, durante un periodo de tiempo preseleccionado.

Los siquientes ejempios se presentan a fin de iliustrar
diversas realizaciones de 1la invencidn y no pretenden de

ninguna manera limitar la presente invencién.

EJEMPLOS
EJEMPLO 1: Tratamiento de osteomielitis en conejos con
tigeciclina

Este ejemplo muesira el tratamiento de osteomielitis en
conejos con tigeciclina y zigeciclina en combinacién corn
rifampicina. También se realizaron estudics comparativos con

vancomicina y la combinacidn de vancomicira con rifampicina.
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Los datos demuestran mejoramiento de la eficacia antimicrobiana
cun tigeciclina «obre vancomicina, v con tigeciclina er
combinacién con rifampicina sobre vancomicina en combinacidn
con rifampicina. Ademas, tigeciclina en combinacidén con
rifampicine proveyé proteccidén completa contra S. aursus

meticilincrresistente dentro del grupo de prueba.

Generacidn de curvas estandar por bioensayos de difusién

Se usaron suero normal de conejo NZW (Fisher Scientific) y
hueso de tibkia normal no infectado de conejo para generar
curvas estdndar para tigeciclina (Wyeth-Ayerst Research, Pearl
River, Nueva York), vancomicina (Abbott Laboratories, Chicago,
lllirois), vy =zrifampicina ({Merrell Pharmaceclegicals, Tnc.
Kansas, Missocuri). Se realizaron kioensayos con cada farmaco
para generar las curvas estandar para la concentracidén cde
antibiético en suero y/o huesc de la tibia.

Para el bicensayo =e usé el microorganismo Bacillus cereus
ATCC11778. Se prepararon estandares séricos con dos diluciones
seriadas al medio con cada antibiético, a £fin de obtener
roncent raciones de 25 y/ml a 0,20 g/ml del farmaco en suero
de conejo NZW normal. Se prepararon estandares de eluido de
hueso para tigeciclina mediente la exhaustiva limpieza de
tibias de conejo no infectzdo con 70% de etanol en una campana
estéril. Cada tibia se rompid en trozos pequefos de

aproximadamente 0,5 ci’ ¢on un mortero. Los trozocs se colocaron

\b\
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en un tubo de centrifuga cdnico estéril de 50 ml y se pesarcn.
Se agregd un mililitre dg soluycidén fisiolédgica estéril 0, 9%
normal por cada ygramc cde hueso. Se agité bien la solucion
durante dos minurcs. El eluido de hueso obtenido se dej6 bajc
agitacién a 160 rpm en una habitacidén fria a 4°C, durante 12
horas. las muestras se centrifugaron a 4.000 rpm durante 3
minurtos antes del ensayo para sedimentar lcs trozos.

Se mididé el didmetro de 1la 2zona de inhibicidn del
crecimienteo alrededor de cada cavidad, en milimetros. Se generb
una curva estdndar para 1la concentracién de tigeciclina en los
eluidoz de suero y de huesp, y para vancomicina en suero, al

graficar la concentracién cconocida de antibidético en funcidn de

la medicién de la zona de inhibicién obtznida.

Farmacocinética de Tigeciclina

A un grupoc bkase de 6 conejos no infectades 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
intervales aproximados, tras el tratamiento inic¢ial con
antibiotico: 1 hora, 2 horas, 6 horas, 12 horas, 171 horas y
180 horas {momento del sacrificio). Se obtuvec medio mililitro
de sangre por técnicas estandar. Las muestras se colocaron de
inmediato en tubos de centrifuga estériies de 1,5 ml. Tras la

eutanasia se limpiaron exheustivamente ambzs tibiag con etanol
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al 70% y se usaron 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 bioensayos. Las muestras de hueso se prepararon
como va se describid. Se prepararon placas sembradas de agar y
$¢ cargaron las muestras por triplicado a las placas sembradas
y se incubaron a 30°C durante 18 horas. Se midié el diametro de
la zona de inhibicidén de crecimiento alrededor de cada cavidad
Y 3e extrapolaron las concentraciones de tigeciclina a parrtir

de la curva estAndar.

Determinaciones de ccncentracién inhibitoria minima y de

concentracidén_kactericida minima

Se determinaron las concentracicones inhibitoria minima
(CIM) de tigeciclina, vancomicina y rifampicina mediante el
método de dilucién de antibidzico a la mitad en tubo. También
se determinaron las concenrraciones bactericidas minimas. Los
limites de sensib:ilidad de este métoda fuercn de 25 g/ml a

0,20 g/ml.

Induccidén de osteomielitis tibial

Por via percutanea se indujo una ostesomielitcis localizada
por S. aureus en la metafisis tibial lateral izguierda de todos

los ccnejos de los seis grupos de estudio. La cepa de S. aureus

wr
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meticilinorresistente se obtuvo de un pacrente sometido a con
osteomielitis sometido a tratamiento.

Preparacidn del medio infeccioso: se incubé 5. aureus
durante la noche en medio Mueller Hinton Breth (Difco
Laboratories, Detroit, Michigan) al gue se agregd 40 qg/ml
oxacilina, a 37°C. La ccncentracién bacteriana del cultiveo se
ajusté a 107 CFU’s/ml.

Procedimiento de infeccicén 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 arestesia, se inserté
Una aguja calibre 18 por wvia opercuténea & Lravés de la cara
lateral de la metdfisis tikial izguierda, hasta la cavidad
medular. A continuacién se inyectaron en secuencia 0,15 ml de
morruato de sodio 5% (American Regent Laberatories, Inc.,
Shirley, Mew York), 0,1 ml de §. agureus {10° CFU/ml), v 0,2 ml
de solucién fisiolégrca normai 0,9%. Se dejé progresar la
infeccidon durante 2 semanas, y entonces se determind ia
severidad de la ostecmielitis en forma radiolégica (Tabla 1;.

Grupos de lratamiento: transcurridas las dos semanas de la
infeccién, se separaron los conejos con csteomielitis tibial
prozimal localizada (confirmada radioldgicamente como de grados
2-4) en seis grupos de estudio. Grupo 1 (grupc controlj}:
infectado por sin tratamiento durante todo el estudio. Grupo 2:

conejos tratados durante 4 semanas con vancomicina subcutanea
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en 30 mg/kg dos wveces por dia. Grupo 3: c¢onejos tratados
durante 4 semanas con vancomicina subcuranea en 30 mg/kg Jos
veces por dia mas rifampicina oral a 40 mg/kg dos veces por dia
en 0,5% de metilcelulosa. Srupo 4: cornejos tratados durante 4
semanas con tigeciclina subcutdnea a 14 mg/kg dos veces por
dia. Grupo 5: conejos <tratados durante 4 semanas con
tigeciclina subcutdnea en la misma dosis gque en los conejos del
{:rupo 4, mas rifampicina orzl en 40 mg/kg dos veces por dia en
0,5% metilcelulosa. Los conejos que recibieron rifampicina oral
(Grupos 3 y 5) recibiercen un suplemento nukricional coral
{Ensure Plus’, Abbott Laboratcries, Coclumbus, Ohic) y una
preparaciéon de Lactobacillus spp. (Kvvet 3Supply, 3190 NRoad,
David City, Nebraska) por dia. Grupo 6: conejos Ltratados
durante 1 semana con tigeciclina subcutanza en la misma dosis
que el Grupe 4, pero se saccificaron 3 horas tras 1la
administracidén de la Gltima dosis. Al mismo tiempo se
obtuvieron muestras de sangre y hueso infectado y se determind
ia conecentracidén de tigeciclina. Los Grupos 1 a 5 se dejaron
sin tratamiento durante 2 semanas después de la fase de
tratamiento del experimento y se sacrificarcn 8 semanas tras la

infeccion.

Evaluacién radiolébgica
Se obtuvieron radicgraiias de las tikbias bilaterales al

comienzo de la terapévtica (2 semanas después de la infeccidn),



)

al final de la antibioticoterapia (6 semanas después de la
infeccién), y en el momento de ser sacrificados (8 semanas 1iras
infeccién). Las radiograiias fueron comparadas con escalas
visuales (Tabla 1) por tres investigadores, cada uno ciego
respecto del grupo de tratamiento grupo, y se promediaron las

cvaluacionres.

TABIA 1
Criterios para evaluar radiolégicamente el grado de severidad

de osteomielitis en conejos

Grado |Descripcién da cambios

*

0 Mormal, sin cambios comparado con la
tibia derecha

1+ Elevacidn (o] alteracioén del
perinstic, o ambos; tumefaccién de
tejidos blandces

24 < 10% alteracién de la arquitectura
del huess normal

3+ 10 - 40% alteracidn de la
arguitectura del hueso normal

4+ > 40% alterzcidén de la arquitectura
del nueso normal

*porcentaje visualmente estimado de huess alterado.
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Determinacién de niveles séricos de antibidticec

Se determinaron niveles pico y valle de antibiético para
log Grupos 2 y 4 a 1 hora (pico) vy 12 horas (valle} tras la
administracién inicial del antibidtizco. Véanse Figuras 5A y 5B.
Se daterminaron las concentraciones de antibidtico mediante un
bioensayc. El ensayc de difusidn del antibidtico se realizé

como se describid antes. Se extrapolaron las concentraciones de

antibidtico a partir de las resvectivas curvas estandar.

Determinacidn de la concentracion bacteriana por gramo de hueso

Yy _médula dsea

Tras el sacrificio se realizaron cultivos macroscopicos
para las tibias derecha e izquierda. Se determinaron recuentos
cuantitativos de 8. aureus, en CFU por gramo, de huesco Ltibial
jzguierds y médula ésea para todos los grupos de estudio.

Preparacidn de cultivos: Se hicieron hisopados de medula
6ésea y del canal intramedular de las tibias bilaterales con
hisopos de algodén =stériles para el andlisis macroscépico de
cultivos de las tibias izquierdas, y controles de seguridad de
calidad con las tibias derechas. El hisopo inoculado se estrid
sobre placas de sangre y se coclocaron €n 5 ml de TSB estéril.
luege se incubaron lzs placas y los tubos a 37°C durante 24

hnras y se registrd ei deszarrolioc y/o la turbidez.
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La médula &6sca se colocd en un tubo de centrifuga esreril
de 50 ml y se pesd. Los fragmentos de huese se rompieron en
trozes de 0,5 cm’, se coclocaron en un tubo de centri fuga
esléril de 50 ml y se pesdé el producto final. Se agregd
solucién fisioldégica normal 0,9%, en una relacién 3 a 1 {3 ml
solucion fisioldgica / gramc de hueso o médula osea) y se
agitaron con fuerza las suspensicnes durante 2 minutos. Se
prepararon seis diluciones al décimo de cada suspensidn con
solucidén fisioldéagica normal 0,9%. Se sgembraron en placas
muestras de 20 microlitros de cada dilucidn, incluso la
suspensién inicial, por triplicado en placas de agar 2angre, Yy
se incubaron a2 37°C durante 24 horas. Se contaron las CFU a la
mayor dilucidon para cada muestra de t:-bia. Se calculd la
concentracién de S. aureus en CFUs por gramo de huesc o médula
6ésea. La resultante calculada 2e multiplicé por 3 para las
nuestras de hueso y por 4 para la médula ésea, a fin de
compensar las diluciones iniciales en solucién fisioldgica y la
adsorcién de la médula 6sea en solucidn fiesiolbdgica. Se calculd

el log medio de la concentracién de 5. aurewus para cada uno.

Andlisis estadistico de datos experimentales

Se calcularon ia desviacién estdndar y el error estandar
de la media para todos lcs datos en crudo, incluso las medidas
de difusion de disce, variacicnes de peso, grados radieclégicos,

y 1les recuentos hacterianos. Se realizaron analisis de
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rearesié4n lineal, por métudo de cuadrados minimes para las
curvas esténdar de difusidn de antibidético mediante el 109 de
base dlez de las concentraciones de antibidtico para graficar
la concentracién (en g/ml) versus la zona de inhibicidén medida
(en milimetres). Se extrapolaron todas las mediciones de
difusién posteriores a microgramos / mililitro de concentracién
de antibisdtico a partir de curvas estdndar que utilizan la
pendiente y los valores de interseccion de y derivados de los

calculos de cuadrados minimos.

Concentraciones inhibitorias minimas Y concentraciones

bactericidas minimas

Para la cepa de 5. aureus meticilinorresistentes (indculce
de 10° CFU/ml) utilizada en el estudic, las concentraciones
inhibitorias minimas y las <oncentraciones bactericidas minimas
fueron intlericres a 0,2 g/ml y 0,2 g/ml, respectivamente. Los
niveles de concentracidén inhibitoria minima y de concentracion
bactericida minima para vancomicina fueron 0,3% g/ml y G,73

g/mi, respectivamente, para una relacidn CIM/CBM de 0,5. lo=s
niveles de concentrzacidén inhibitoria minima y de concentracién
hactericida minima para rifampicina fueron de 0,78 g/ml y 1,5¢&

g/ml, respectivamente, pare una relacién de 0,5.

Niveles de cinética de farmacos en hueso y suero

Todas las <ccncenctraciones de antibidtico se derivaron de

769
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las respectivas curvas estdndar. Las tendencias logaritmicas de
las concentraciores de tigeciclina (14 mg/xg dos veces por dia)
en el suerc del grupo de animales nco infectados se muestran en
la Figura 1. La tigeciclina, comoc se muestra en ila Figura 1, se
eliminé lentamente, peor lo gque mantuve un nivel estable
gsuperior a la CIM (0,2 g/ml) por 12 horas (valle}. Los picos y
valles de tigeciclina (14 mg/kg decs veces por dia) vy
vancomicina (30 mg/kg dos veces por dia) en el suero de conefjoa
infectados tras la administracidn de les respectivos férmacos
se muestran en las Figuras 5a y 5b. Las concentraciones de
tigeciclina en hueso (14 mg/kg, Bid) en el grupo de conejos
infectades se midid por separado en la tibia infectada al final
del tratamiento, donde promediaban 0,78 g/ml +/- 0,01 gq/ml, y
en la tibia ne infectada, donde promediaron 0,49 g/ml #/- 0,C1

g/ml. La diferenciz fue estadisticamente significativa (p <

Hallazgos radiolégicos

%2 indujo una oszteomielitis estadio 2 a 4, de acuerdo con
la Tabla 1, en todos los animales 1infectados. Los grados
radiolégicos iriciales fueron similares entre los grupos. Los
gqradeos promedic para los grupos tigeciclina, tigecieclina +
rifampicina y wvancomicina + rifampicina a t=14 dias fueron
signiticativamente superiores a los grados promedio a t=56 dias

(p<0,05). El1 grupo control mostré 1la menor cantidad de
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mejoramiento radiclégico (0,2 +/- 0,2 o 9,i%), comparado <con
los gygrupos vancomicina (0,5 +/- 0,2 o 25%}, tigeciclina (0,9
+/- 0,1 o 40,9%), vancomicina + rifampicina (0,9 +/- 0,! o
40,9%) o tigeciclina + rifampicine (0,8 +/- 0,1 o 40.0%).

La Fiqura 2 muestra la severidad radioldégica promedio para
cada grupo a t=14 y t=56 dias. Al final del estudio (t-%6
dias}), los grados radioclégices promedioc se compararon entre los
distintos grupos. Los grados promsdio para 1los grupos
tigeciclina, tigeciclina + rifampicina y <vancomicina +
rifampicina a t=56 dias fueron significativamente inferiores a

los grados promedio para el grupc contrel a t=56 dias (p <

0,05). La clave para la Figura 2 es la siquiente: Contrel
grupo control, sin tratamientc; Vancomicina = grupo tratado con
vancomicina subcutanea; Van + Rifam = grupo tratado con
vancemicina subcutdnsa vy rifampicina oral; Gar-%$36 = grupo
trarado con Gar-9%3€ subcutaneo; Gar + Rifam = grupe tratadec con

Gar-935 subcutdneo y rifampicina oral.

Cultivos de hueso

Un elevado porcentaje de tibias de los contrcles infectado
no tratados (n=15} revelaron cultivos positivos (80%) para
Staphylococcus aureus meticilinorresistentes a una
concentracién media de 9,21 x 10 CFu/g hueso. Comparado con
los controles no tratados, los grupos vancomicina grupo (n=11l),

tigeciclina v tigeciclina + rifampicina demeostraron todos un
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porcentaje significativamente inferior de infeccidén por
Staphylococcus aureus meticilinorresistente. En el grupo
vancomicina grupo, 2 de 11 muestras (18,2%) eran positivos para
MRSA, y la concentracidén bacteriana promedic del grupo fue de
1,4 x 10° CFU/ gramo de hueso (p < 0,05). En el grupo
tigeciclina, 1 de 10 muestras fue positiva para Staphylococcus
aureus meticilinorresistente y la concentracidén bacteriana
promedio fue de 20 CFU/ gramo hueso, que es inferior a los
grupos control o vancomicina (p < 0,05). Un conejo del grupo
vancomicina + rifampicina mostré concentracidén bacteriana mayeor
que el control. Los conejos del grupc que recibié tratamiento
con tigeciclina + rifampicina demostraron erradicacién completa
de bacterias de la tibia (0,0 CFU/ gramo de hueso en todas las
muestras}. La Figura 3 compara el CFU/gramoc de médula ésea y
hueso entre todos 1los grupes. La Figura 3 demuestra que
tigeciclina y tigeciclina en combinacién con rifampicina
representan un efectivo tratamientc para la infeccién de hueso
y la infeccién de médula dsea respecto de los controles.

La clave de la Figura 3 es la siguiente: Control = grupo
control, sin tratamiento; Vancomicina = grupo tratade con

vancomicina subcutdnea; Van + Rifam = grupo tratado con

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

Gar-936 subcutaneo y rifampicina oral.
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Procesos adversos

De los 66 conejos infectados un total de 6 murieron antes
de completar el tratamiento. De los 5 conejos gque murieron en
el grupo con tratamiento de tigeciclina, uno fue sacrificado el
dia 19 debido a severo deterioro del estado nutricional. Otro
conejo murid el dia 17 de tratamiento con tigeciclina debido a
gastroenterocolitis. Tres de los conejos de este grupo murieron
el dia 2B 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 dque 1la gastroenterocolitiﬂ se debiera a
alteraciones de la flora normal del intestino grueso. Todos los
conejos fueron controlados semanalmente para la variacibén de
pesc. El grupo control mostré 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% +/- 0,3.) perdieron peso después del
tratamiento antibidético. Casi todos los conejos de los grupos
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 antibidético, con
disminucién del apetito, deshidratacién, diarrea, y/o pérdida
de peso. Las Fiquras 4A y B muestran las variaciones de peso

entre todos los grupcs. La clave de las Figuras 4A y B es la

\7\')
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siguiente: Contrcl = grupo control, sin tratamiento;

Vancomicina grupc tratado con vancomicina subcuténea; Van +
Rifam = grupo tratado con vancomicina subcutdnea y rifampicina
oral; Gar-936 = grupo tratade con Gar-936 subcutaneo; Gar +
Rifampicina = grupo tratado con Gar-%36 subcutaneo vy
rifampicina oral.

Por seguridad se observé mayor nimero de muertes y efectos
secundarics en los grupos de conejos tratados con tigeciclina.
La entercocolitis debida a tigeciclina puede ser causada por
extensa destruccién de la flora microbiana normal del
intestino. Los sintomas se atenuaron con Za administracién de
probiéticos orales. El1 amplio espectro antimicrobiano de
tigeciclina, en contraste con el espectro mds angostoc 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
de las mediciones por triplicado en cada tejido. La inspeccidn
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 © en todos ellos eran 0. En el grupo contrel, se
midieron recuentos distintos de cero en médula 6sea de 5 de 15

animales y en hueso de 11 de 15 animales. Hubo considerable

#
Yy
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variacién en la magnitud de los recuentos distintos de cerc en
los grupos control, especialmente para hueso.

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

con el control fueron los siguientes:



TABLA 2

Recuanto de unidades formadoras de colonias por gramo de hueso

55

y médula dsea de estudio de osteomielitis en conejos

Grupo de Recuentos Recuentos
| tratamiento {CFU/gm) (CFU/gm) |
Control 1 0 238
2 0 0
3 83.000.000 97
4 0 0
5 0 5.000
6 0 2.380
7 610.000 100.000
- 8 22.000 1.000
9 0 0
10 0 50
11 ~.700 1.100.000
12 0 0
13 4.400 10.8000
14 0 72,9
15 0 106,3
Tigeciclina 0 178, 6
2 0 0
4
3 0 0
4 0 0
5 0 0
6 0 0
7 0 0
8 0 0
9 0 0
10 0 0
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Grupo de Recuentos Recuentos
tratamiento (CFU/gm) (CFU/gm)
Tigeciclina 0 0
2 0 0
3 0 0
4 0 0
5 0 0
) 0 0
7 0 0
R 0 0
9 0 0
10 0 0
Vancomicina 1.250 270,13
2 0 1.315,8
3 0 0
4 0 0
5 0 0
6 0 0
7 0 0
8 0 0
4 0 0
5 0 0
6 0 0
7 0 0
8 0 0
9 0 0
10 0 0
11 0 0
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Grupo de Recuentos Recuentos
tratamiento (CFU/qgm) (CFU/gm)

"Vancomicina 0 0
2 530.000.000 1.040.000

3 0 0

[T 4 0 0

5 0 0

6 0 0

7 0 0

B 8 9 0

9 0 0

10 0 0

Datos provenientes de la comparacién de osteomielitis en conejo

con tigeciclina, vancomicina y rifampicina

En médula 6sea, la proporcién de cultivos positivos en los
grupos tigeciclina y tigeciclina + rifampicina fue 0, que en
comparacién con la proporcién de 0,33 (5/15) del grupec control
nivel

fue casi estadisticamente

significativa (p=0,06) a
convencional p=0,05. Las proporciones de los grupos vancomicina
y vancomicina + rifampicina no meoatraron diferencias
estadisticamente significativas del grupo control. En hueso, la
proporcién de cultivos positivos en cada grupo tratado con
articulos de prueba muestra una disminucién estadisticamente

significativa de la proporcidén en el grupo control.
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En un modelo animal de Stephylococcus dqureus
meticilinorresistente, con endocarditis, se demostré que 14
mg\kg bid de tigeciclina era maAs efectivo 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. Sin embargo, en el modelc de conejo
utilizado en la presente, la administracidén 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 farmacocinética de tigeciclina en
conejos, se realizaron algunas mediciones de niveles de
f&rmacos, a fin de asegurar que se usaba una dosificacién
adecuada en el modelo animal. Los datos confirmaron que los
niveles de farmacos en suero seguian siendo superiores a la CIM
de la cepa estafilocdécica wusada 12 horas tras 1la Gltima
administracion. Ademas, el farmaco mostré una importante
penetracién en hueso, y se hallaron niveles terapéuticos de
tigeciciina en el hueso infectado y no infectado. La mayor
concentracién de farmaco infectado es otro hallazgo relevante,

que requiere mayor estudio.

EJEMPLO 2: Distribucién de tigeciclina en tejido humano tras
una administracién intravenosa de 100 mg.

Este ejemplo muestra la penetracidn de tejidos
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seleccionados en sujetos humanos tras una f1dnica aplicaciodn
intravenosa de tigeciclina. Los datos demuestran una fase de
distribuciédn rdpida, con una vida media prolongada y un elevado
volumen de distribucién en estado estable. Establecen ademas la
penetracién de hueso, liquido sinovial, pulmones, vesicula
biliar, y colon en sujetos humanos. La penetracién mejora el
tratamiento de las infecciones de hueso y articulaciones.

Los estudios de farmacocinética de tigeciclina intravenosa
en humanos han demostrado gque hay una fase de distribucién
rapida, con una vida media prolongada (40 a 60 horas) y un
elevado volumen de distribucidn en estado 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
administrdé a ratas Sprague-Dawley (18 machos) tigeciclina con
carbono 14 en una desis de 3 mg/kg por infusién durante 30
minutos. Se determinarcn las concentraciones de radiactividad
en tejidos de 3 ratas/por punto temporal al final de 1la
infusién y a las 1, 8, 24, 72, y 1686 horas tras el final de la
infusién. Para todos lcs tejidos se observd concentracidn de
radiactividad pico al fin de 1la infusidn. En general, se
distribuyd bien la radiactividad a la mayoria de los tejidos,
con las mayores concentraciones segun sigue: hueso>médula dsea

>glandula salival, tiroides, bazo, y rinén. En cada uno de
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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 concentracidén-tiempo en plasma fue >10.

El objetivo de este estudio fue determinar las
correspondientes concentraciones en tejido y suero de
tigeciclina en puntos temporales seleccionados en tejidos de
pulmén, colon, vesicula biliar, hueso, y liquido sinovial. Las
muestras se obtuvieron de sujetos programados para cirugia de
pulmén, colon, vesicula biliar, o hueso, ¢ una puncidén lumbar,
a los gque se les dio una U4nica dosis de tigeciclina
administrada por via intravenocsa.

Se realizd un muestreo preespecificadc de tejidos/fluidos
de pulmoén, colon, vesicula biliar, hueso y liquido sinovial en
cada sujeto durante la cirugia a 4 horas, 8 horas, 12 horas, o
24 horas después del inicio de una dosis Unica de 100 mg de
tigeciclina administrada durante 30 minutos. Se obtuvo suero de
todos los sujetos a la hora 0 (antes de la primera dosis),
aproximadamente a los 30 minutos (fin de 1la 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 mas adelante.

Parametros_de investigacidén 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
esténdar interno en acetonitrilo, se evaporé el sobrenadante
hasta sequedad y se reconstituyé el residuo en 200 microlitros
de fase mévil. Alicuotas (10 microlitros) de las muestras
reconstituidas se inyectaron en un LC/MS/MS.

lLos datos se adquirieron y analizaron en software PE SCIEX
“Analyst” versién 1.3. Se usé regresiédn lineal, con calibracidn
1/x*> para obtener el mejor ajuste de los datos a las curvas de
calibracién. El1 limite inferior de cuantificacién fue de 10
ng/ml para muestras de suerc y de liguido sinovial, de 10 ng/g
para muestras de colon y de vesicula biliar, y de 30 ng/g para
miestras de hueso.

Se analizaron muestras de contrcl de calidad (2 juegos)
bajas (25 ng/ml), medias (500 ng/ml) y altas (1500 ng/ml),
preparadas en suero humano, con cada conjunto de muestras de
suero. Para las muestras de control de calidad de colon,
vesicula biliar y pulmbébnn se analizaron dos conjuntos de
muestras de control de calidad a 25, 500, y 1500 ng/g con cada
conjunto de muestras de tejico. Para hueso se analizaron dos
conjuntos de muestras de control de calidad a 100, 500, y 1500
ng/g con cada juego de muestras de tejido.

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

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

A1



Ln

10

I
Lh

62

exitosa una corrida 3i no més de dos muestras de control de
calidad estaban fuera del rango del 85-1i5% del blanco, y no
habia dos muestras de control de caZidad de 1la misma
concentracién fuera de ese rango. Si dos muestras de control de
calidad de la misma ccncentracidén estaban fuera de ese rango
sélo se informaban las concentraciones entre las muestras de

control de calidad restantes.

Materiales y Métodos para muestras de suero

Se midié tigeciclina en suero humano mediante un método
LC/MS/MS. Se prepard la solucién madre primaria de tigeciclina
a 1 mg/ml por disolucién en metancl. Se prepard una solucién
madre secundaria a partir de la solucidn madre primaria por
dilucidtn a una concentracién de aproximadamente 40.000 ng/ml
con acetonitrilo. Las sclucicnes madre se guardaron a -2C °C
cuando no se usaban. Se prepard una solucidén madre estandar
interno primaria de ter-butil-d9-tigeciclina a una
concentracion de 1 mg/ml en metanol. Se prepar$ una solucién
madre estandar interno secundaria por dilucién de la solucidn
madre primaria a una concentzacién de 10C microgramos/ml en
acetonitrilo por agregado de 0,1% de trifluorocacetato. TLas
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 trifluorcacetato. El estindar

interno de trabajo se almacend a 4°C cuando no se usaba. El dia

R
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del an&dlisis se 1llevé 1la solucién madre secundaria a
temperatura ambiente antes de usarla para preparar las
soluciones de trabajo para la curva estandar. La curva esténdar
se prepard a aproximadamente 2.000, 1.600, 1.000, 500, 250,
100, 50, 20, y 10 ng/ml por dilucidén seriada en suerc humano
controel.

El procedimiento de extraccidén fue el siguiente: a 200
microlitros de calibrador, control de calidad o mueatras se
agregaron 600 microlitros de solucidén esténdar interno de
trabajo y se mezcldé por agitacidn wvigorosa. Las muestras se
centrifugaron durante 10 minutos a 13.000 rpm para separar las
capas, y sSe transfirié el scbrenadante a un tubo de cultivo.
Las muestras se evaporaron hasta sequedad en un Speed Vac. Los
residuos se reconstituyeron por sonicacién en 200 microlitros
de fase mévil y se inyectaron 10 microlitros en el LC/MS/MS.

El LC/M3/MS comprendia HPLC (Agilent 1100), espectrémetro
de masa (Applied Biosystems API3000), Columna {(Aquasil Cl18, 50
x 2.1 mm i.s., Smicron (ThermoKeystone) con fase mdévil de 16%
de acetonitrilo, 6% de metanol, 78% de agua, y O0,1l% de
tetrefluoroacetato, velocidad de £flujo de aproximadamente 0,35
ml/min, volumen de inyeccién 10 micreclitros, Condiciones del
detector: 119 bisquedas por periodo, tipo de biasgueda MRM,
polaridad positiva, fuente de aerosol de turbo ion, a bajo
resolucidn, con nitrégeno a 6 psi como gas de nebulizacidén, una

gas de cortina, y un gas de colisién, con energia idbnica a

@
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4.500 mv, y temperatura de aerosol iénico a 450 °C. El detector
monitoreé tigeciclina y el estandar interno.

las muestras se analizaron en tres corridas analiticas. En
cada dia de andlisis de muestras se corrid un estandar completo
juntc con muestras de control de calidad y muestras de sujeto
de estudio. Las muestras con concentracién medida superior al
mayor calibrador se diluyeron al mezclar muestras de 100
microlitros con 900 microlitros de suero humano y se analizaron
200 microlitros de la mezcla como ya se describid. Se logrd la
cuantificacién de tigeciclina en suero por comparacidén con una
curva estandar preparada en la matriz adecuada y calculada
mediante un factor de calibracién (1/concentracién)?.

El limite de cuantificacion para tigeciclina fue de 10
ng/ml. No se detectaron picos que interfirieran con la
determinacidén de cualquiera de los isdmeros de tigeciclina en
ninguna de las muestras previas a la dosis. Todas las muestras
calibradoras y de control de calidad estaban dentro del rango
{85-115% del blanco). Los resultados de las muestras se
presentan en la Tabla 1. Los resultados de las curvas estandar

y los calibradoras se presentan en la Tabla 4.

Pardmetros de investigacién para muestras de tejidos

Se prepard solucidén madre y solucibédn estandar interno como
para los parametros de investigacidon para las muestras de suero

anteriores. Se prepararon las soluciones estandar de trabajo a
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1o.000, 8.000, 5.00C, 2.500, 500, 250, 100 y 50 mg/ml. El dia
del analisis se agregErénnﬁO microlitros de las soluciones de
trabajo a 200 mg de tejidc para obtener calibradores a 2.000,
1.600, 1.000, 500, 250, 100, 50, 20 y 10 ng/ml. Se sustituyd el
tejido humano por tejido canino para preparar los calibradores
y las muestrasz de control de calidad. Debido a la limitada
disponibilidad de wvesiculas biliares caninas se usdé colon
canino para preparar la curva estdndar para el anédlisis de
vesicula biliar humana. Se demostrd que el colon era una matriz
sustituta adecuada para el andlisis de muestras de vesicula
biliar.

El procedimiento de extraccion fue el siguiente: a 200 mg
de calibrados, control de calidad o muestra se agregaron 3 ml
de solucidén estandar internoc de trabajo y muestras y se
hcmogenizaron con un homogenizador manual. Las muestras se
centrifugarcn durante 10 minutos a 14.000 rpm para separar las
capas y se transfirié el sobrenadante a un tubo de centrifuga.
Las muestras se evaporaron hasta sequedad en un Speed Vac. Los
residuos se reconstituyeron por sonicacién en 200 microlitros
de fase mbévil y se inyectaron 10 microlitros en el LC/MS/MS.
Las condiciones de LC/MS/MS eran las mismas que las utilizadas
para analizar muestras de 3suero. Las muestras de liquido
sinovial se extrajeron de la misma manera que las muestras de
suero.

Se analizaron las muestras mediante varias corridas
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analiticas. Cada dia de andlisis de las muestras se corrid una
curva estandar compleéa, junto con muestras de control de
calidad y tejido. La curva estdndar 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 homogenizaron con estédndar interno a 10 o 20
veces la concentracién utilizada para la curva estandar. Una
alicuota (300 microlitros) (dilucién al décimo) se evapord
hasta sequedad y se reconstituyeron las muestras de modo tal
gue las relaciones de superficie de los picos y las superficies
de los picos estaban dentro del rango de la curva esténdar.

Se logré la cuantificacién de tigeciclina en tejidos por
comparacién con una curva estandar preparada en la matriz
adecuada vy calculada mediante un factor de calibracién
(1/concentracidn)?. Para liquido sinovial se prepararon los
calibradores en solucién fisiclégica con buffer de fosfato. Un
sequndo conjunto de calibradores se preparé en un liquido
sinovial artificial compuesto por los siguientes componentes:
100 mmol/L de glucosa, 2,03-2,26 g/L de hialuronato vy
aproximadamente 8 g/L de albimina ajustada a pH 7,4. Para la
curva de calibracién preparaca en PBS y la recuperacién se
calculé un factor de correccidén mediante la realizacién de una
regresidn lineal de determinadas concentraciones de muestras de
lJiquido sinovial artificial a partir de la curva de PBS en

funcidén de la concentracidén tedrica de estas muestras con una
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ecuacion potencial (y=y0 +ax®). Dado que la concentracién
determinada de las muestras de los sujetos de estudio estaba en
el rango bajo de la curva de calibracién, sdlo 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) y las concentraciones calculadas
hacia atrds de los calibradores ASF fueron de entre 94 y 122%
de sus valores blanco para tcdo el rango completo de la curva
estandar (20-2000ng/ml). Luego se aplicé la ecuacidén de
regresidén a las concentraciones de muestras de sujeto de
estudio a partir de la curva de esténdar de PBS y se determind
la concentracién corregida de rtigeciclina en muestras de
liquido sinovial.

21 limite de la cuantificacién de tigeciclina fue de 10
ng/ml. Se hallaron concentraciones medibles de tigeciclina en
todas las matrices analizadas. Todos los calibradores y las
muestras de control de calidad con concentraciones similares a
las muestras estaban dentro del rango (85-115% del blanco). Los

resultados de las muestras se presentan en la Tabla 4 (tejidos)

y la Tabla 5 (liguido sinovial).

Resultados
Los datos demuestran una fase de distribucién rapida, con
una vida media prolongada y un elevado volumen de distribucién

en estado estable. También establecen la penetracidn de hueso,
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liguido sinovial, pulmén, vesicula biliar y colon en sujetos
humanos. Ademds, las concentraciones en liquido sincvial
muestran rapida distribucién y prolongada retencién de
tigeciclina, comparadc¢ con los datos provenientes de suero en

periodos similares.
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TABLA 4

Rasultados del anAlisis de tejido
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TABLA 5 )

Rasultados del anAdlisis de liquido sinovial
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EJEMPIO 3: Distribuecién tisular en ratas tratadas con
Tigeciclina

Este estudic se 1llevd adelante para cuantificar la
radiactividad derivada de [!*C)]-tigeciclina en tejidos mediante
avtorradiografias de cuerpo entero con imagenes de foésforo,
después de una Gnica infusidén intravenosa de 3 mg/kg durante 30
minutos de ['!C]-tigeciclina en ratas Sprague-Dawley y Long-

Evans machos.

Materiales y Métodos

La tigeciclina fue provista por el Departamento analitico
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de Wyeth-Ayerst Research, Montreal, Canada. La [Yc1-
tigeciclina fue provista por Amersham {Boston, MA). La pureza
radioquimica y la actividad especifica de [!*C]-tigeciclina en
masa fue de 1 98% y 93,6 microCi/mg, respectivamente.

Se usdé agua estéril para preparar la solucién de
dosificacidén intravenosa. E1 céctel de centelleo 1liquide
utilizado para contar la radiactividad en plasma y orina fue
Ultima Gold (Packard Instruments Co., Mericden, CT).

Se usdé un Tri-Carb Sample Oxidizer Modelo 3078 equipado
con un Oximate-80 Robotic Automatic Samplexr (Canberra-Packard
Co., Downers Grove, IL) para la combustién de las muestras de
sangre. Se usaron céctel de c¢entelleo liquido Permafluor E
(Packard Instruments Co., Meridan, CT), Carbo-Sorb-E (Packard
Instruments Co., Meridan CT) para la absorcién de didéxido de
carbono y agua deionizada para atrapar el diéxido de carbono
radiactivo generado por la combustidén de la muestra en el
oxidador. Las alicuotas de sengre se transfirieron a conos de
combustidén y parches de cubierta (Canberra-Packard Co., Downers
Grove, IL) para la combustidn.

Todas las determinacicnes 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 estindar Ultima Gold o de tolueno. Las
cuentas por minuto (CPM) sge transformaron en desintegraciones

por minuto (DPM) mediante la aplicacidén de estandares externos
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de radiactividad conocida. Se derermind el apagado de <ada
estdndar mediante el indice espectral transformado de un
estdndar radiactivo externo (TSIE}. Los limites inferiores de
deteccidén se definieron como Eondo doble.

Se obtuvieron ratas Spragque-Dawley y Long-Evans machos de
Charles River Breeding Laboratories, Raleigh, NC, y dejaron en
cuarentena durante sl menos una semana antes del inicio del
estudio. La solucién dosis intravenosa (1,02 mg/ml) se prepard
por disolucién de 6,90 mg de tigeciclina sin marca y 5,30 mg de
('*C]-tigeciclina en 12 ml de agua estéril. La solucién de
dosificacidén se diluyé y se hizo el radioensayoc directo en
cdctel de recuento de centelleo Ultima Gold (Packard Inc.).
Todas las determinaciones de radiactividad total se realizaron
con un espectrometro de centelleo liquido Packard 2700 TR
(Canberra-Packard Co.).

Los pesos de las ratas variaban entre 0,206 y 0,301 kg.
Todas las raras recibieron wuna U(nica dosis por infusidén
intravenosa de 30 minutos de [!C]l-tigeciclina a través de una
cédnula de vena yugquliar, (3 ml/kg, 3 mg/kg como residuo activo,
40 microCi/kg) con una bomba de infusidén Harvard 22 (Harvard
Apparatus, Southnatick, MA). Todas las pombas se calibraron
antes de la administracién del compuesto. Las ratas se
anestesiarosn con isoflurano antes de realizar exsanguinacién
por puncién cardiaca en los momentos prescritos tras la

dosificaciodn. Las ratas Sprague-Dawley vy Long-Evans s
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sacrificaron una a la vez en los momenteos 0,5, 8,5, 24, 72, 168
y 336 hr después de la dosis.

Se obtuvieron muestras control de sangre entera de ratas
macho Sprague-Dawley en tubos que contenian heparina sodica. Se
usdé sangre de una muestra comin para preparar los estdndares de
calibracién y las muestras de contrsl de calidad. Los
estandares se usaron 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 blogue de CMC
con cada rata, para evaluar la variacidén entre e intrasecciones
en el espesor de criosecciones de cuerpo entero de rata.

Se diluyé en forma seriada una solucién madre de 200
microCi/ml de [“C]—glucosa {(New England Nuclear, Boston, MA)
son sangre entera de ratas macho Sprague-Dawley para obtener
catorce estédndares con las siguientes concentraciones: 832,
485, 250, 122, 48,6, 24,3, 12,0, 4,72, 2,36, 0,853, 0,638,
0,405, 0,327 y 0,221 nCi equiv./ml. Las concentraciones de GC
bajas, medias y altas fveron de 12,39, 25,9 y 508 nCi
equiv./ml.

Inmediatamente después de la eutanasia, se sumergid toda
la rata en un bafio de hexano y hielo seco (-75 °C) hasta su
congelacién. Cada cazcasa se secd y almacené a -30 °C hasta su
inclusién. Cada animal se incluy$ en un molde (15 cm x 45 cm)

por el agregadc de 10% descarboximetilcelulosa (CMC) de baja
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viscosidad y su congelamiento al colocar la placa en una mezcla
de hexano-hielo seco.

Los oloques congelados se transfirieron al Jung
Cryomacrocut 3000 (Leica lInstruments GmbH, Nussloch, Germany) ¥y
se dejaron equilibrar durante la noche hasta la temperatura
interna del criétomo durante al menos 12 horas antes de cortar.

Cada rata congelada se sometid a cortes sagitales a -20
°C. Se juntd una cantidad suficiente de cortes para asegurar el
muestreo de todos los tejidos de interés. Las secciones se
deshidrataron durante la nroche en una criocdmara y luego se
transfirieron rApidamente a un desecador que contenia CaS04
para impedir la condensacitn de la humedad ambiente mientras se
equilibraba a temperatura amtiente. Las secciones se montaron
en cartdn y Se marcaron con [-*C]~tinta negra con un nimeroc de
identificacién exclusivo. La tinta radiactiva se prepard con
vollimenes iqguales de tinta china y [YC]-CL-284846 (100
microCi/ml). Se coclocd un pequeflo trozo de cinta adhesiva sobre
la tinta radiactivae seca paraz impedir la contaminacién de las
pantallas ce almacenamiento de fésforo.

Las placas de imagenes d= fo6sforcBAS-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 radiacidén de fondo. Las secciones y los
esténdares de calibracién de sangre se colocaron

concurrentemerte en contactoc directo con Ips y se expusieron
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durante 7 dias. Todas las secciones se guardaron a temperatura
ambiente en una cajaz protectora de plomo para minimizar los
niveles de fondc. Se generaron las imAgenes de fésfore con un
Fujifilm BAS-5000 Bio-Imaging Analyzer 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 muestrec circular del
programa de software de MCID. Las zonas de interés en las
secciones de cuerpo entero se marcaron manualmente con la
herramienta de muestreo regicnal para generar los datos de
recuento.

Se determinaron las concentraciones radiactivas en tejidos
seleccionados mediante analisis digital de las
autorradiografias obtenidas en base a una curva de calibracidn.
Se generd una curva de calibracién de las concentraciones
establecidas (nCi/g) versus la respuesta de MCID, con luz
fotoestimulada /mm? (PSL/ rm’-menos el fondo convertido a
nCi/g) para cada esténdar mediante andlisis de regresidén lineal
calibrado (1/x?). Luego se usé la curva de regresiénm lineal
para determinar 1la concertracién de la radiactividad
desconocida de las muestras de estudio. Las regiones de interés
(RCI) gque visualmente exhibieron niveles de radiactividad se
marcaron individualmente o se auvtoescanearon con herramientas
de muestreo, a fin de obtener 1las concentraciones de

racliactividad. Para determinar el limite de cuantificacién para
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QWBAR, se determinaron coeficientes de variacién respecto de
los estandares de sangre estudiados, y ge definidé el limite de
cuantificacidén como la menor concentracidn para la cual los
coeficientes de variacién no excedian el 15%.

Las alicuotas de plasma se combinaron con 10 ml de céctel
de recuento de centelleo Ultima Gold™ (Packard Inc.) y 3e
contaron directamente. Las muestras de sangre se sometieron a
combustién con un oxidador de muestras Model 307 (Packard
Instrument Company). El [“C]Oz obtenido se atrapé en Carbo-
Sorb®, se agregé coédHctel de centelleo (PermaFlour®E+) y se
cuantificaron las muestras mediante LSC.

Las muestras se contaron en un espectrofotémetro de
centelleo liquidec Packard 2700 TR (Canberra-Packard Cz.)
durante 1€ minutos o 0,2 sigma. Las cuentas por minuto se
convirtieron en desintegraciones por minutc mediante el uso de
una curva de apagado generada a partir de estdndares externos
de radiactividad conocida. Se determiné el apagado de cada
estdndar y muestra mediante variacidn espectral total. EI1
limite de cuantificacién (LOQ) para LSC se definié como dos
veces el fondc.

Se calcularon los parametros farmacocinéticos para la
radiactividad derivada de ['°C]1-GAR-936é mediante la infusién
intravenosa en el médulo de andlisis sin compartimientos (Model
202) WinNonlin, ver. 1.1, {Scientific Consultants, Inc.

Research Triangle Park, NC), que aplica un enfoque
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independiente del modelo y procedimientocs estidndar como se
describe en Gibaldi y Perrier. Gibaldi, Farmacocinética, 1982.
Para determinar la concentracién media se sustictuyé el cero por
cualquier valor inferior al limite de cuantificacién {5.10 ng
equiv./g). Para la dosificacién de la infusién IV, C30 min fue
la concentracién a los 3C minutos, el primer momento de
muestrec. La concentracién plasmatica méxima (Cphax) y el
correspondiente momento de concentracién pico tras la
administracién IV se obtuvieron directamente por inspeccidn
numéri;a a partir de cada dato de concentracidén-tiempo. La vida
media terminal se calculé mediante la relacidén 1ln2/Az donde Az
se derivé de 1la pendiente terminral de la curva de
concentracidn/tiempo. La superficie bajo la curva concentraciodn
plasmatica versus tiempo entre cerc e infinito se calculd
mediante la regla del trapezoide, donde Cirge ©s la 1dltima
concentracién plasmatica medible. Las proporciones entre
concentraciédn tisular y plasmatica se calcularon de acuerdo con
la siguiente ecuac;ién: Ctejtdn/Cplasma, donde Crej:ide €gquivale a la
concentracién de farmaco en tejido (ng equiv./d), Y Culase
equivale a concentracién de farmaco en plasma (ng equiv./g).

La actividad especifica de ['"C]-tigeciclina (base) se
determiné por ensayo gravimétrico en 43,94 uCi/mg (Tabla 1). La
concentracién de la solucidén de dosificacién fue de 1,02 mg/ml.

Los animales recibieron una desis promedio de 3,09 * 0,11/kg

comparada con la dosis blanco de 3 mg/kg.
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Resultados

Las cencentraciones individuales {ng equiv./q) de
radiactividad total en tejidos de ratas Sprague-Dawley tras una
infusién IV de 3 mg/kg de [''C]-tigeciclina se representan en
la Tabla 6. Los parametros farmacccinéticos en tejidos ae
presentan en la Tabla 7. lLas relaciones entre tejide y plasma
se presentan en la Tabla 8.

Se obtuvieron concentraciones pico individuales (Cp) de
radiactividad total al final de la infusién para cada todos los
tejidos. Los tejidos con las mayores concentraciones de
radiactividad fueron rifién (7601 ng equiv./g}, 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). Cpax fue
superior a 2000 ng equiv./g para la mayoria (70%) de los
tejidos. La radiactividad derivada de tigeciclina a Cayx fue
menor en plasma que en todos los tejidos, salvo encéfalo, ojos,
grasa y testiculos (Tabla 7). A las 24 hs, todos los tejidos
tenian concentracicnes de radiactividad 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
declind hasta el 1% o menos, respecto de su Cuny, Salvo huesc,

riién, higado, piel, bazo y tiroides {(Tabla 6). Hacia las 336
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horas, la mayoria de los tejidos tenian concentraciones
inferiores al limite de cuantificacién (5,10 ng. equiv./q)
excepto hueso, rifén, piel y tiroides. Sin embargo, 1las
concentraciones en estos tejidos (hueso, tiroides, rifién vy
piel) se redujeron mucho respectoc de Cm.x. En general, las
concentraciones tisulares de radiactividad derivada de [C]-
tigeciclina en hueso, rifién, piel y tircides a las 336 horas
eran del 19%, 0,18%, 0,43% y ©% de Cm,, respectivamente.

Con AUC como medida de la carga tisular, hueso y tircides
tenian una carga mucho mayor que cualquier otro tejido. Los
mayores valores de AUC se hallaron en hueso (794704 ng
eq-hr/q), tiroides (330047 ng eq-hr/g), glandula salival
{110979 ng eq-hr/g), rifién (70704 ng eq-hr/g), tiroides (33047
ng eq-hr/g), bazo (70522 ng eq-hr/g) e higado (53527 ng
ea-hr/g). Los tejidcs con menor carga eran encéfalo (2865 ng
eq-hr/g), grasa (3500 ng eq-hr/g) y testiculos (10303 ng
eq-hr/g}. La exposicién AUC en huesc era dos veces superior a
la del siquiente tejido (tiroides). Los valores de la relaciédn
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
P‘C]—tigeciclina varia desde un minimo de 5 horas en grasa
hasta mas de 200 horas en hueso y tiroides, comparado con un
ti/z plasmatico de 24 horas (Tabla 7). Los tejidos con vida

media de eliminacion mAs prolongada fueron tiroides (804

FD
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horas), hueso (217 horas;), piel (182 horas) y rifién (118 horas)
{(Tabla 7).

Las relaciones de concentracién tejido:plasma {(Tabla §)
fueron superiores a uno en la mayoria de los tejidos, con
excepcién de encéfalo, ojo, testiculo y grasa en los puntos
temporales 0,5 y 8,5 horas. A las 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) vy
rifiébn {(1i,1). Las relaciones sangre:plasma fueron mayores a uno
para todos les puntos temporales, lo cual sugiere que hubo
sustancial particionamiento de la radiaccividad derivada de
P'C]—tigeciclina hacia ios eritrocitos.

También se evaludé la distribucién 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 Yy
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 (Cugax) se
observaron el final de la infusién (0,5 horas) para piel,
tracto wuveal, plasma y sangre (Tabla 9). La Cpx de la
radiactividad derivada de {*%C]-tigeciclina en piel y tracto
uveal fue de 1997 y 2502 ng equiv./g, respectivamente. La AUC

para la radiactividad derivada de [*c) [YcC]l-tigeciclina en

LA
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piel y tracto uveai. fue de 109%.296 y 233.288 ng equiv-hr/g,
respectivamente. Las vidas medias terminales para piel y tracto
uveal fueron de 473 y 20 horas, respectivamente (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 extrapolacién de los datos AUC para tracte
uveal y piel.

Las relaciones de concentracién tejido:plasma fueron
superiores a uno para'piel y tracto uveal en todos los puntos
de tiempo (Tabla 7). Las mayores relaciones globales entre
tejido y plasma de observaron a las 72 horas en piel (17%) y
tracto uveal (393). Las relaciones de AUC tejido:plasma fueron
B,45 y 18,0 para piel y tracto uveal, respectivamente, e
indican que estos tejidos retienen selectivamente
concentraciones significativas de radiactividad derivada de
[“C]-tigeciclina. Los datcs sugieren que la radiactividad es
selectivamente particionada en la regidén del ojo de rata que
contiene melanina. Las concentraciones tisulares medias de
radiactividad a 1las 336 horas para piel y tracto uveal

declinaron a 8 y 1% de Cpx, respectivamente.

&

g
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Tabla 6

Concentraciones medias de radiactividad total en tejidos

daspués de una Gnica infusién durante 30 Minutos de [**C]-

tigecieclina en ratas macho Sprague-Dawley

Tipo de|0,3 8,5 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 3,31 <1,03 |<1,03
Glandula | 3.580 |S41 68,.9 1¢,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
6sea
Encéfalo | 35,8 54,3 35,8 13,3 <5,10 <5,10
Ojo 106 108 36,6 6,76 <5,10 <5,10
Grasa 450 144 <5,1 <5,10 <5,10 5,10
Corazén 5.657 11.128 69,9 6,98 <5,10 <5,10
Rifién 7.601 {1.725 140 47,9 41,3 13,9
Higado 7.300 [1.192 160 22,1 13,3 <5,10
Pulmén 2.981 [ 4%6 73,1 13,5 <5,10 <5,10
Ganglio 3.473 |1.276 180 29,1 I<5,10 <5,1Q0
linfa- |
tico i

| |
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Misculo |2.260 [i.863 85,8 16,24 <5,10 [<5,10
[ Pancreas |4.437 |971 70,0 7,41 <5,10 :<5,10
Hipb6fi- |[3.693 |2.014 |144 18,8 <5,10 |<5,10

sis

Glandula |5.771 [6.313 |300 31,6 <5,10 |<5,10
salival

Piel 1.929 | 571 249 83,1 7,32 8, 34
Bazo 6.627 |1.691 |476 72,0 18,8 <5,10
“Tescicu- | 347 361 116 16, 4 <5,10 |<5,10
1o

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
Pariametros farmacocinéticos de radiactividad total en tejidos
tras una Udnica infusién de 30 minutos da IHC]—tigaciclinn en

ratas macho Spragque-Dawley

Tipo de |Cmax T2 AUC AUC AUC
tejido Ng Ng eqg | 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
Glandula | 3.580 13 29.153 29.515 2,77
suprar-
renal
Hueso 3.754 217 5€9.498 - 794.704 74,6
Médula | 4.376 11 47.116 47.468 4,46
bsea |
Encéfalo | 54 32 2.256 2.865 0,269
0jo 108 7 2.060 3.221 0,302
Grasa 450 5 2.489 3.500 0,329
Corazén |5.657 9 40.083 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-

|




Relacidn tejido:plasma tras una tGnica infusién de 30 minutos de

[}4c]1-tigeciclina en ratas macho Sprague-Dawlay
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[ tico | | T i T
Masculo |2.26C 8 | 34,833 34.910 3,28
Padncreas | 4.437 10 32.908 33.014 3,10
Hip6fi- |3.693 10 44882 {45.164 4,24
sis
[ Glandula |6.313 9 110.556 |110.979 |10,4
salival
Piel 1.929 162 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 8

Tipo de|0,5 8,5 24 Hrs. |72 Hrs. | 168 336
tejido Hrs Hrs. Hrs. Hrs.
Sangre |1,43 |1,24  |3,01 2.74 NA TNA ]
Plasma 1,00 1,0C 1,20 1.00 , NA NA
Glandula | 4,00 1,87 4,587 4.47 NA NA
suprar-

renal I
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Hueso  |3,70 [7,53 184 414 NA NA
Médula 4,89 |3,1C 19,7 5.21 NA NA
bsea

[Encéfalo | 0,040 |0,108 |2,42 3.10 NA NA
Ojo 0,118 |0,215 |2,46 1.57 NA NA
‘Grasa 0,50 |0,287 |NA NA NA NA
Corazén |6,32 |2,26 4,74 1,62 . NA NA
RifAdn 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 4,96 3,13 NA NA
Ganglio 3,88 2,53 12,2 6,75 NA NA
linfati-

co

Masculo |2,52 |3,70 5,801 |1,45 NA NA
Pancreas |4,96 |1,93 4,75 1,72 NA NA
‘HipdFfi- [4,13 | 4,00 9,79 4,36 NA NA
3is

Glandula | 6,45 [12,53 [20,3 7,32 NA NA
salival

Piel 2,15 |1,14 16,9 19,3 NA NA

[ Bazo ~ |7,40 |[3,36 32,3 16,7 NA NA
Testicu- | 0,388 |0,716 g,08 3,80 NA NA

lo

‘Timo  [2,82 (3,16 10,7 | 3,55 NA NA
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Tiroides

3,34

3,50

24,0

56,0

NA




Tabla 9

Concentracién maedia

tejidos después de una dnica infusién de 30 minutos de [*c]-

(ng

91

aquiv. /g)

da 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 3,31 <1,03 |[<1,03
Tracto 1.997 [124 96,5 74,8 19,3
uveal

Piel 2.502 |2.363 1.787 351 211
Tabla 10

Parametros farmacocinéticos dea radiactividad total en tejidos

después

de una

inica

infusidn

da 30 minutos

tigeciclina en ratas macho Long-Evans

de [14c]_

Tipo de | Cmax Tyis2 AUC AUC AUC
tejido Ng Ng eq { Ng eq | tejido:plasma
equiv/g hr/g Ihr/g
Sangtre 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 T
uveal ;
i |




Tabla 11

Relacién tejido:plasma después de una

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

dnica infusioén

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 'L_l_,_tﬁ- 1,00 1,00 1,00 NA
Piel 2,05 8,76 179 179 NA
Tracto 2,517 25,7 393 383 NA

uveal
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Analisigy

La distribucién de la radiactividad a los tejidos se
evalué después de una tnica infusidén de 30 minutos (3 mg/kg) de
['"Cl-tigeciclina en ratas macho Long-Evans y Sprague-Dawley.
La radiactividad se distribuy® rdpidamente a los tejidos, con
Cmax observada al final de 1la infusién (0,5 hr) para la mayoria
de los tejidos. Las concentraciones tisulares fueron similares
a un estudio conducido previamente por el método de diseccién
de tejidos. La extensa distribucidén de tigeciclina en diversos
tejidos sugiere un volumen de distribucidn muy grande. Este
hallazgo confirma la observacidn previa de un elevado volumen
de distribucidén en ratas y perros. En general, la eliminacién
de la radiactividad de la mayoria de los tejidos fue mé&s lenta
gue la velocidad en plasma.

Las concentraciones de radiactividad derivada de [C]-
tigeciclina en tejidcs 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 las 336 horas, las
concentraciones en hueso, tirecides, rifibn y piel declinaron a
19%, 6,25%, 0,18% y 0,43% de 1los valores de Cmax,
respectivamente.

Los tejidos con los mayores valores de exposicidédn en ratas

Sprague-Dawley, como se incida con los valores medios de AUC,
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fueron hueso, tiroides, glandulas salivales, rifién y bazo. Las
vidas medias de eliminacién freron bastante largas (5 a 217
horas), donde las vidas medias de eliminaciédn mas prolongadas
en hueso, piel y tiroides. El valor de la vida media para el
tejido tiroide es cuestionable, dado que las fases de
eliminacién en el perfil concentracibédn-tiempo no se pudieron
identificar con certeza. Estoc también se refleja en la
extrapolacién de los datos AUC a AUC.

Las relaciones entre tejido y sangre o plasma fueron
mayores de uno para todos los puntos de tiempo, o que sugiere
que hubo sustancial particionamiento de la radiactividad
derivada de [**C]j-tigeciclina a los tejidcs y las células de la
sangre. Los resultados de la relacién tejido:plasma obtenidos
en este estudioc son similares a los resultados de la relacién
tejido:plasma de la rara después de una dosis IV de
minociclina.

Si bien no esta limitado por la teoria, las elevadas
concentraciones de radiactividad en hueso se pueden deber a la
guelacién de tigeciclina con calcio. iLa capacidad de las
tetraciclinas (minociclina, clortetraciclinas) para formar
complejos de quelacién con calcio u otros iones metdlicos, vy
asi adherirse al hueso ha sido descrita en la bibliografia. En
el estudio actual, la radiactividad derivada de ['¢]-
tigeciclina era retenida significativamente en hueso, con AUC

de 794.704 ng equiv-hr/g. Este valor es aproximadamente 75

016
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veces mas elevado que en plasma. En hueso también se observd
una vida media de eliminacidn aparente de 217 horas. La
retencién de radiactividad en hueso puede ser responsable de la
recuperacién algo incompleta (89,4 <+ 2,50%) de (1] -
rigeciclina en un estudic de equilibrio de maza en ratas macho
Sprague-Dawley observada tras una dosis intravenosa de 5 mg/kg.
La exposicidn (AUC) en huesco fue 2,5 veces superior que en el
siguiente tejido, en valor elevado {tircides). La radiactividad
derivada de ['C]-tigeciclina también mostré una fuerte
afinidad y vida media preolongada para lcs tejidos de hueso y
tircoides, similar a otras tetraciclinas conocidas.

Las concentraciones de radiactividad derivada de [!C]-
tigeciclina se detectarcn hasta 336 horas en el rifién y fueron
mas elevadas gque las de otros tejidos, excepto hueso vy
tircides. No obstante, en el estudio de equilibrio de masa,
ademas del estudio de excrecién biliar 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.

Come se determind mediante QWBAR, la radiactividad
presente en tejidos oculares de rata sdélo se particiond

selectivamente an los tejidos que contienen melanina del tracto

~\b
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uveal, ademds de la piel de ratas Long-Evans. El tracto uveal
tenia concentraciones relativamente elevadas de radiactividad
en todos los puntos temborales después de 0,5 horas, lo cual
sugiere un significativo nivel de exposicién y una vida media
prolongada. En un estudioc realizado con anterioridad mediante
el método de diseccidn de tejidos, la evaluacién del globo
ocular intacto reveldé la presencia de radiactividad en este
érgano; sin embargn, no fue posible asociar la ubicacién de
esta radiactividad en ningun tejido ocular especifico.

Las concentraciones de 1los 14 estdndares y 28 QCS
determinados por recuento convencional de centelleo 1liquido
(LSC) fueron similares a las evaluaciones QWBAR para estos
mismos estandares. La exposicién de estos estandares a 14
pantallas de almacenamiento de fésforo diferentes dic por
resultade una respuesta MCID confiable que se correlacionaba
con las actividades especificas determinadas por LSC, lo cual
sugiere que la variabilidad entre dias e intra dias era muy
baja. La CV y la exactitud del método QWBAR estaban dentrec de
limites aceptables (< 20%). La reproducibilidad de la respuesta
MCID y la buena correlac:én de las actividades especificas
entre LSC convencional y QWBAR demostraron que los estdndares
RBC tenia concentracicnes uniformes de radiactividad. Se
consideré que la variabilidad observada en este estudio se
relacionaba con diversos aspectos de los cortes congelados, la

técnica QWBAR y el anédlisis por imagenes. Se demostré que QWBAR

2\
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era reproducible, con una sensibilidad de 0,221 nCi/g (limite
inferior de cuantificacién). El rango din&mico era lineal &
través de cuatro 6rdenes de magnitud entre 0,221 y 832 nCi/qg.
En conclusién, las concentraciones tisulares da
radiactividad derivada de [!!'C]-tigeciclina eran superiores
para la mayoria de los tejidos gue para las concentraciones
plasmAticas. En general, la eliminacién de la radiactividad
proveniente de la mayoria de los tejidos era mas lenta que la
tasa proveniente del plasma. La AUC era mas elevada para la
mayoria de los tejidos que para el plasma, lo cual sugiere que
la mayoria de los tejidos eliminaba lentamente la radiactividad

derivada de [''C]-tigeciclina.

3
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REIVINDICACIONES
1. Un método para el tratamiento de una infeccién en

hueso o mécdula oésea en un mamifero, que comprende la
administracié4n al mamifero de una cantidad farmacoldgicamente

efectiva de tigeciclina.

2. 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, rifaximina o escreptovaricina.

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

el agente antimicrcbianc es rifampicina.

4. £l método de acuerdo con la reivindicacién 1, 2 o 3,
donde la infeccién comprende un agente patdgeno seleccionado
del grupc formado por bacterias gramnegativas, bacterias

grampositivas, bacterias anaercbias y bacterias aerobias.

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

Prevotella, Peprostreptococcei, Bacteroides Legionella,
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estreptococos beta-hem¢iiticos, estreptococos grupo B ¥

espirogquetas.

6. El método de acuerdo con la reivindicacién 5, donde
la infeccién comprende Neisseria, Mycobactsrium, Staphylococcus

y Haemophilus.

7. El método de acuerdo con la reivindicacidén 6, donde
la infeccién comprende Neisseria meningitidis, Mycobacterium
tuberculosis, Mycobacterium leprae, Staphylococcus aureus,

Staphylococcus epidermidis, o Haemophilus influenzae.

8. El mé&todo de acuerdo con la reivindicacidén 4, donde

le agente patdgeno exhibe resistencia a antibidticos.

9, El método de acuerdo con la reivindicacién B8, 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,
regsistencia a minociclina, resistencia a glicileciclina,
resistencia a cefalosporinas, resistencia a ciprofleoxacina,
resistencia a nitrofurantoina, resistencia a trimetoprima-
sulfas, resistencia a piperacilila/tazobactam, resistencia a
moxifloxacina, resistencia a vancomicina, resistencia a
teicoplanina, registencia a penicilina y resistencia a

macrdlidos.
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10. El método de acuerdo con la reivindicacidén 9, donde

la resistencia a gluccpéptido resistencia a vancomicina.

11.. El método de acuerdo con la reivindicacién 5, donde
el agente patdgeno se selecciona del grupo formado por
Staphyleococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,

Streptococcus pneumoniae, © Streptococcus pyogenes.

12. El1 método de acuerdo con la reivindicacién 11, donde

la infeccidén comprende Staphylococcus aureus.

13. El método de acuerdc con la reivindicacién 12, donde
el Staphylococcus aureus exhibe resistencia a antibiédticos
seleccionada del grupo formadc por resistencia a glucopéptido,
resistencia a tetraciclina, resistencia a minociclina,
resistencia a meticilina, resistencia a vancomicina vy
resistencia a un antibiétice de glicilciclina distinto de

tigeciclina.

14. El método de acuerdos con la reivindicacién 5, donde

la infeccidén comprende Acinetocbhacter baumannii.

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

resistencia a ciprofloxacina, resistencia a nitrofurantoira,
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a trimetoprima-sulfas, Y resistencia a

piperacilina/tazobactam.

la

el

la

la

la

la

la

l6. EIl

infeccién

17. E1

método de acuerdo con la reivindicacién 5, donde

comprande Mycobacterium abscessus.

método de acuerdo con la reivindicacién 16, dende

Mycobacterium abscessus exhibe resistencia a moxifloxacina.

18. El1

infecciébn

19. El

infeccidn

20. E1

infeccidn

21. El

infeccidn

22. El

infeccidén

©0 Rickettsia

la

23. E1

infeccibn

24. Un

articular o

método de acuerdo con la reivindicacién 5, donde

comprende Haemophilus influenzae.

método de acuerdo con la reivindicacién 5, donde

comprende Enterococcus faecium.

método de acuerdo con la reivindicacidédn 5, donde

comprende Escherichia coli.

método de acuerdo con la reivindicacidédn 5, donde

comprende Neisseria gonorrhoeze.

método de acuerdo con la reivindicacidn 5, donde
comprende Rickettsia prowazekii, Rickettsia typhi

rickettsii.

método de acuerdo con la reivindicacién 4, donde

causa osteomielitis.

método para el tratamiento de una infeccidn

una infeccidn de los tejides circundantes de la
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articulacién en un mamifero, que comprende la administracidn al
mamitero de una cantidad farmacolbdgicamente efectiva de

tigeciclina.

25. El1 método de acuerdo con la reivindicacién 1 que,
ademds, comprende la administracién de un agente antimicrobiano
seleccionado del grupc formado por rifamicina, rifampicina,

rifapentina, rifaximina o estreptovaricina.

26. El1 método de acuerdo con la reivindicacion 25, donde

al agente antimicrobiano es rifampicina.

27. El método de acuerdo con la reivindicacién 24, 25 o
26, donde 1la infecci6tn comprende un agente patégeno se
selecciona del grupo formadc por baterias gramnegativas,
bacterias grampositivas, bacterias anaercbias y bacterias

aerobios.

28. El1 método de acuerdo con la reivindicacién 27, donde
el agente patdgeno se selecciona del grupo formado por
Staphylococcus, Acinetobacter, Mycobacterium, Haemophilus,
Salmonella, Streptococcus, Enterobacteriaceae, Enterococcus,
Escherichia, Pseudomonas, Neisseria, Rickettsia, Pneumococci,
Prevotella, Peptostreptococci, Bactercides Legionella,
estreptococo beta-hemclitico, estreptococos grupo B Y

espiroquetas.



4]

103

29, El método de acuerdo con la reivindicacién 28, donde
la infecciodn comprende Neisseria, Mycobacterium,

Staphylococcus, y Haemophilus.

30. El1 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 patégenc exhibe resiatencia a antibiéticos.

32. El método de acuerdo con la reivindicacidén 31, donde
la resistencia a antibiéticos se selecciona del grupo formado
por resistencia a meticilina, resistencia a glucopéptido.
resistencia a tetraciclina, resistencia a oxitetraciclina,
resistencia a doxiciclina; resistencia a clortetraciclina,
resistencia a mincciclina, resistencia a glicilciclina,
resistencia a cefalosporina, resistencia a ciprofloxacina,
resistencia a nitrofurantoina, resistencia a trimetoprima-
sulfas, resistencla a piperacilina/tazobactam, resistencia a
moxifloxacina, resistencia a vancomicina, resistencia a
teicoplanina, resistencia a penicilina y resistencia a

macrbdlidos.

33. El método de acuerdoc con la reivindicacidén 32, donde

la resistencia a glucopéptido es resistencia a vancomicina.

729
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34, El método de acuerdo con la reivindicacidn 28, donde
el agente patdgenc se selecciona del grupo formado por
Staphylococcus aureus, Staphyiocovccus epidermidis,

Streptococcus pneumoniae, o Streptococcus pyogenes.

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

la infeccidén comprende Staphylococcus aureus.

36. El método de acuerdo con la reivindicacién 35, donde
el Staophylococcus aureus exhibe resistencia a antibiédtico
seleccionada del grupo formado por resistencia a glucopéptido,
resistencia a tetraciclina, resistencia a minociclina,
resistencia a meticilina, resistencia a vancomicina vy
resistencia a un antibibético glicilciclina distinto de

tigeciclina.

37. =1 método de acuerdo con la reivindicacién 28, donde

la infeccidon comprende Acinetcbacter baumannii.

38. El método de acuerdo con la reivindicacidon 37, donde
Acinetobacter baumanii exhibe resistencia a un antibiético
seleccionado del grupo Formado por resistencia a cefalosporina,
resistencia a ciprofloxacina, resistencia a nitrofurantoina,
resistencia a trimetoprima-sulfas, v resistencia a

piperacilina/tazobactam.
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39. El1 método de acuerdo con la reivindicacién 28, dondsa

la infeccién comprende Mycobacterium abscessus.

40. El métedeo de acuerdo con la reivindicacidén 39, donde

Mycobacterium abscessvs exhibe resistencia a mexifloxacina.

41. El método de acuerdc con la reivindicacién 28, donde
la infeccién comprende un agente pat&égeno seleccionado del
grupo formado por Haemophilus influenzae, Enterococcus faecium,
Escherichia coli, Neisseria gonorrhoeae, Rickettsia prowazekii,

Rickettsia typhi o Rickettsia rickettsii.

42. El métodeo de acuerdo con la reivindicacién 27, donde
la infeccibn articular o la infeccién de 1los tejidos

circundantes a la articulacidn causan artritis séptica.

43, EIl uso de una cantidad farmaceoldgicamente efectiva de
tigeciclina para el tratamiento de infecciones en hueso, médula

6sea o articulaciones en un mamifero.

44. El uso de una cantidad farmacolb6gicamente efectiva de
tigeciclinra y un agente antimicrobiano seleccionado del grupo
formado por rifamicina, rifampicina, rifapentina, rifaximina, o
estreptovaricina para el tratamiento de infecciones de hueso,

médula dsea o0 articulares en un mamifero.

45, El uso de una cantidad farmacclégicamente efectiva de

tigeciclina para la fabricacién de un medicamento para el

227
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tratamiento de infecciones de hueso, médula 6sea o articulares

en un mamifero.

46. El uso de una cantidad farmacoclégicamente efectiva de
tigeciclina y un agente antimicrobiano seleccionado del grups
formado vor rifamicina, rifampicina, rifapsntina, rifazimina, o
estreptovaricina paras la elaboracién de un medicamento para el
tratamiento de infecciones de huesc, médula bsea o

Aarticulaciones en un mamifero.

47. El uso de las reivindicaciones 43 - 45, donde la

infeccidn de hueso o médula ésea causa osteomiellitis.

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

de la articulacidén causa artritis séptica.
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RESUMEN

La presente invencién esta dirigica a un método para el
tratamiento de infecciones de huesc o médula ésea, infeccién de
la articulacién o infeccién de los tejidos circundantes & la
articulacién por la administracién del antibidético tigeciclina
sola ¢ en combinacién con un antibidtico de rifamicina. En una
realizacidén de preferencia, la infecciédn de hueso o de médula
dsea causa osteomielitis. En otra realizacién, la infecciébn
articular o infecciétn de 1les tejidos circundantes causa
artritis séptica. La invencién también estéd dirigida a la
fabricacién de un medicamentc para el tratamiento de
infecciones de hueso y/o médula ésea, o infeccicnes articulares
y/o infecciones en lo=s tejidos circundantes a la articulacién

con tigeciclina sola o en combinacién con rifampicina.
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Figura 3

Recuperaclin de MRSA de estudio de osteomicliiin en conejo
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Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA-

 Delegatura de Propledad industrial
Dlvlslép de Nuevas Cre_aclpnés

REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL

TRAMITE

PATENTE DE INVENCION ( J/MODELO DE UTILIDAD ()

-Indicacién de que se solicita la concaslén de una patente.
-Datos de Identificaclén del soli¢itante o de la persona que se
presanta la solicitud. .

~Descripeién de Ia Invenclén,

-Dibujos de ser estos pertinentss.

~Comprobante de Pago de las tasas establecidas.

COMPLETA  ( / INCOMPLETA { )

DISERO INDUSTRIAL  { )

-Indicaclén de que se solicita el reglstro de Dlsefio industrial.

-Datos de Identificacion del sollcitants o de la persona que se
pmelitl la sollcitud.

-Represantacién grifica y fotogréfica del Disefio Industrial o musstra
del Material que Incorpora el dl'lel'lo. ‘
~Comprobante do Pago de las tasas establecidas.

COMPLETA  ( ) INCOMPLETA { ).

ESQUEMA DE TRAZADD" ( )

-indicacitn de que se woliclta ol registro de Disefio Indiatrial.
-Datos de ldantificacién del sclicitante o de la parsona que se

USUARIO

(
(

{

)
)

)

-

prasentz [a sollcitud, (")

-Representacldn-grifica del Esquema Trazado, ()

-Comprobants de Pago de ias taaas establecidas, {)
. i

COMPLETA () INCO Al ) { )

Firma Responsable:

Fecha:

-,

RADICADGR

()

(
()
(
()

()



