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Asunto: Radicado 15-303925
Respuesta al oficio No. 3370, notificado por fijacién en lista el dia 05 de Abril de
2016, a propésito de la solicitud de registro de la patente de invenci6n
“SUSTANCIA INHIBIDORA DE LA ADHESION DE BACTERIAS QUE AFECTAN EL
TRACTO RESPIRATORIO DE MAMIFEROS”
Solicitante: Universidad Nacional de Colombia

Respuesta al examen de forma

LAURA MARCELA MANZANO JIMENEZ, mayor de edad y vecina de la ciudad de Bogots,
identificada tal como aparece al pie de mi firma, en mi caricter de apoderada de la
UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA, me permito manifestar lo siguiente ante el
oficio emanado de la Superintendencia de Industria y Comercio, dentro del plazo legal
previsto en el articulo 39 de la Decisi6n 486, en los siguientes términos:

Modificacién de una solicitud en_tramite

De acuerdo con el articulo 34 de la Decision 486 de la Comisién de la Comunidad Andina,
donde se establece que la modificacion de una solicitud es posible en cualquier momento
del trémite mientras no implique una ampliacién de la solicitud inicial, me permito
presentar un nuevo documento descriptivo de la invencién donde se realizaron los
siguientes cambios:
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o Petitorio (Art. 27 D 486). Se reemplazé la palabra sustancia por el término
glicoinhibidor, el cual caracteriza la funcidon que cumple el producto o principio
activo que impide la adherencia de las bacterias que afectan el tracto respiratorio
de mamiferos. No se estd reivindicando una composicién especifica, sélo una
mezcla de azlcares que inhiben la adherencia de las bacterias al tracto respiratorio
de mamiferos.

o Descripcién (Art. 28 D486). Se modificé el capitulo descriptivo cambiando la
palabra sustancia, en los lugares donde correspondfa, por el término
glicoinhibidor. No se reivindica una composicién sino la mezcla de dos o més
azlcares vegetales que conforman el principio activo para proteger el tracto
respiratorio de los mamiferos y asi preservarlos de enfermedades o infecciones
causadas por bacterias que atacan por esa via. Se reivindica un conjunto de
azdcares que debidamente mezclados y en concentraciones entre 200 a 300 pg/kg
constituyen el principio activo para impedir la adherencia de las bacterias.

* Reivindicaciones (Art. 30 D486). Las reivindicaciones se modificaron atendiendo
las observaciones y ahora se ajustan a lo reglado por el articulo 30 de la Decisién
486.

Por lo anterior, considero que el documento descriptivo modificado solventa las objeciones
trasladadas y se cumple con el requisito de claridad de acuerdo con el articulo 30 de la
Decisién 486, toda vez que el nuevo pliego es claro, conciso y esta enteramente sustentado
en la descripcién. Por lo tanto, solicito respetuosamente continuar con el tramite y realizar
la publicacién de la solicitud.

Anexos

¢ Nuevo documento descriptivo de la invencién.

Atentamente,

)

avio

V.B. DIEGO ALEJANDRO TORRES GALINDO
Jefe
Divisién de Extensién Sede Bogota (DEB)
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES
SOLICITUD DE PATENTE - NACIONAL

, ) [ EI Patente deinvencion |:] Patente de Modelo de Utilidad
TiTULO DE LA |NVENC|ON (200 caracteres o espacios mé&ximos) 3 l?llt':rg;ac?grl\caalﬂg';’atentes

GLICOINHIBIDOR DE LA ADHESION DE BACTERIAS QUE AFECTAN EL TRACTO
RESPIRATORIO DE MAMIFEROS

ANTE (S)-,-“1[ -] Esta persona también es inventor. Para datos adicionales utilizar hoja de informacién complementaria
PELLIDOS O RAZON SOGIAL : NOMBRE . T IDENTIFICACION TIFO
: 899.999.063-3 5

No.TELEFONO - = aygensg
)_\CORREO ELECTRONICO gestionpi_bog@unal.edu.co
- NACIONALIDAD O LUGAR - Colombia

DE:.CONSTITUCION
Colombla
1 6] INVENTOR (ES) Para datos adicionales utilizar hoja de informacién complementaria
APELLIDOS NOMBRES NACIONALIDAD
1. Iregui Castro Carlos Arturo Colombiana
2. Maria del Pilar Patifio Horta Colombiana
3. Carolina Gallego Lépez Colombiana

DIRECCION DE CORREOQ ELECTRONICO: cairequic@unal.edu.co; mdpatinoh@unal.edu.co;
L_a_rolinangO@gmail.com

7 DATOS INVENTOR (ES) Para datos adicionales utilizar hoja de informacién complementaria
PAIS RESIDENCIA DEPARTAMENTO/ESTADO CIUDAD DIRECCION
1 Colombia Bogota DC Bogota Carrera 45 N° 58 A - 75 Apto 502.
2 Colombia Bogota DC Bogota Cra 28 -86 - 55, Int 4, Apto 404, Barrio Ei Polo
Risaralda Pereira Carrera 28 N° 12-09, Edificio El Bosque, Apto 102.
. Barrio Los Alamos.
3 Colombia Bogotd DC Bogota
Calle 25b N° 72-80, Int 1, Apto 205, Barrio Modelia.

OTRO(S) SOLICITANTE(S) Y/O (OTRO(S)) INVENTOR(ES)

I:] Los demas solicitantes y/o (demas) inventores se indican en una hoja de informacién complementaria.

8 [:I REPRESENTANTE LEGAL @ APODERADO
APELLIDOS NOMBRES IDENTIFICACION
Manzano Jiménez Laura Marcela C.C.1091666812 T.p.248536
DIRECCION Av el Dorado # 44A-40 No. TELEFONO 3165000 Ext 20064
CORREO Immanzanoj@unal.ed
CIUDAD Bogota ELECTRONICO u.co @
No. RADICACION O
PAlS Colombia PROTOCOLO DE
PODER GENERAL
9 | DECLARACIONES DE PRIORIDAD []SI [XINO
(33) PAIS DE ORIGEN CODIGO PAlS (31) NUMERO (32) FECHA (AAAA/MM/DD)
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|10 | DECLARACION SOBRE USO DE RECURSOS GENETICOS O BIOLOGICOS

Declaro que el objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de recursos genéticos o bioldgicos de los que
cualquiera de los palses miembros de la Comunidad Andina es pais de origen.

Ost = XNO

Nota: En caso afirmativo debera anexar copia del contrato de acceso de recursos genéticos o productos derivados, o
certificado o nimero de registro, expedido por la Autoridad competente.

11 | DECLARACION SOBRE USO DE CONOCIMIENTOS TRADICIONALES

Declaro que el objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de conocimientos tradicionales de comunidades
indlgenas, afroamericanas o locales de paises miembros de la Comunidad Andina.

O st & NO

Nota: En caso afirmativo debera anexar la licencia o autorizacién de uso de conocimiento tradicional, o certificado o
numero de registro.

12 ] REDUCCION DE TASAS

Declaro que carezco de medios econémicos para presentar la solicitud de patente.
sl NO

Nota: En caso de ser persona natural y carecer de medios econémicos, y por lo tanto, aplique la reduccion de tasas a que se
refiere la resolucion vigente en tarifas, debe firmar la presente solicitud bajo la gravedad de juramento.

Micro, pequefas y medianas empresas ]

Universidades pablicas o privadas X
Entidades sin animo de lucro [:]
Debe aportar los documentos que se indican en el numeral 15 de anexos
13 PARA PUBLICAR A PARTIR DE LA FECHA DE PRESENTACION O DE LA 14 ‘COMPROBANTE DE PAGO
PRIORIDAD INVOCADA: O PAGO'ELECTRONICO
Si es Patente de Invencién Si es Patente de Modelo de Utilidad N°
[(O6meses [J12meses [X18meses | []6 meses (1 12 meses
[ otro Cual: (Jotro Cuat: Fec“?

o

ICITANTE, DEL APODERADO O DEL REPRESENTANTELEGAL'
na dica(rfjgl nombre del firmante y su calidad (si tal calidad no es obvia al leer el petitorio)

16 ] ANEXOS
Documentacién Técnica Documentacion Juridica
11. [ Poderes, si fuera el caso.
B Descripcion N° de folios: 13 12. [X Documento que legalmente pruebe la cesién del inventor al
K Reivindicaciones N° Reivindicaciones: 5 solicitante o a su causante.
X Dibujos ylo figuras N° folios: 11 13. [] Copia del contrato de acceso de recursos genéticos o productos
< I!Resumen. derivados, o certificado o numero de registro, si fuera el caso.

14. [ Copia de la licencia o autorizacién de conocimientos tradicionales, o

1. OJ Documento de Prioridad. Certificado o nimero de registro, si fuera el caso.
2. [ Traduccién del documento de prioridad. 15. Reduccién de tasas
3. [ Certificado de depdsito de material biolégico si fuera el Micro, pequefias o medinas empresas

caso. [ Copia simple de la declaracién de renta del afio inmediatamente
4. [ Listado de secuencias de nucledtidos y/o aminoécidos en anterior, 0 en su defecto prueba documental idénea.,

forma digital si fuera el caso. [0 Documento de constancia de cumplimiento con lo establecido en la ley
5. [ Arte final 12 x 12. 905 de 2004.
6. [ Anexo formato digital. Universidades publicas o privadas

X Copia acto de reconocimiento institucional emitido por el Ministerio de
Educacién

Entidades sin animo de lucro
{0 Copia de registro vigente en Camara de comercio.
[0 Hoja de informacién complementaria.
[0 Otros, especificar
16, [] Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud.
17. [J Comprobante de pago por reivindicacién de prioridad.
18. [J Comprobante de pago por reivindicacion adicional a 10.
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- GLICOINHIBIDOR DE LA ADHESION DE BACTERIAS QUE AFECTAN EL TRACTO RESPIRATORIO DE
MAMIFEROS

Sector tecnologico de la invencion

La presente invencién describe un glicoinhibidor compuesto por una mezcla de carbohidratos

destinados a inhibir la adherencia de bacterias al epitelio del tracto respiratorio de mamiferos.

Técnica anterior

Las afecciones del tracto respiratorio son una de las principales causas de pérdidas econdmicas en
los sistemas de produccion animal, representadas por los costos de los tratamientos, la disminucion
de la produccion y la mortalidad de los animales (Di Giacomo et al., 1991; USDA APHIS, 2000;
Snowder, 2006; Brooks et al., 2011; USDA, 2011).

Dentro de la amplia variedad de microorganismos que afectan el sistema respiratorio de los
animales, las bacterias juegan un papel importante en los procesos patoldgicos que se desarrollan
en este sistema. Dentro de las bacterias Gram negativas, dos de ellas son aisladas de manera
frecuente en la casuistica de animales sometidos a produccion: Pasteurella multocida y Bordetella
bronchiseptica. Estas bacterias afectan una amplia variedad de especies animales, incluidos
conejos, cerdos, bovinos, caninos y felinos (Deeb et al., 1990; Shina et al., 2002; Chalker et al.,
2003; Aktories et al., 2012; Horiguchi, 2012). A pesar de que se les considera parte de la flora
normal de las vias aéreas superiores de varios de estos animales, incluido el conejo, condiciones
tales como el hacinamiento de los animales, los cambios de temperatura, de humedad, etc. parecen
favorecer la proliferacion exagerada de estos microorganimos, su diseminacion y la expresion de sus
factores de virulencia (Robertson et al., 1990; Aland and Madec, 2009).

Para el control de las enfermedades respiratorias causadas por bacterias en animales, se han
empleado una variedad de tratamientos antibitticos que ademas de representar altos costos para el
productor, han disminuido su efectividad debido al creciente desarrollo de resistencia contra estas
sustancias lo cual es cierto para la mayoria de infecciones de origen bacteriano (Davies and Davies,
2010). Se ha observado resistencia de P. multocida a agentes antimicrobianos que incluyen
penicilina, cloranfenicol, tetraciclinas y aminoglicosidos (Katsuda et al., 2013) y de B. bronchiseptica
furazolidona, ampicilina, cefazolina, estreptomicina, amoxicillina/acido clavulanico y tetraciclina (Zhao
et al., 2011A) entre otros.

Con la intencion de prevenir las infecciones por P. multocida se han utilizado vacunas (bacterinas),
algunas de las cuales son elaboradas con bacterias inactivadas, a las que se les sefialan problemas
de reactividad debido probablemente al contenido de endotoxina; ademas, no proveen inmunidad de
larga duracion (Ataei et al., 2009); la baja capacidad inmunogénica podria deberse a la deficiente

cantidad de anticuerpos opsonizantes puesto que dentro de las IgG inducidas por las proteinas de
1



membrana extema (rPmOmpA) no se encuentran anticuerpos con estas propiedades que
favorezcan la fagocitosis de P. multocida por los neutrofilos (Dabo et al., 2008). Algunos autores
reportan que, a pesar de que se da una respuesta inmune celular en las infecciones con P,
mulfocida, la bacteria puede subvertir dicha respuesta induciendo apoptosis de las células
inmunocompetentes (Praveena et al., 2010). Otros autores sostienen que la inmunidad protectora
contra P. multocida es principalmente mediada humoraimente por anticuerpos contra el
lipopolisacarido (LPS); sin embargo, a pesar de la disponibilidad de vacunas vivas y muertas para
prevenir la infeccion por P. multocida, pocas ofrecen buenos niveles de proteccion dada la diversidad
de LPS expresados por este microorganismo; esto hace necesario elucidar primero el rango
completo de las estructuras expresadas por el LPS de P. mulfocida para poder entender el papel de
esta molécula en la inmunidad protectiva y asi poder formular vacunas que ofrezcan proteccién
cruzada y alta efectividad (Harper et al, 2013).

Contra B. bronchiseptica se han desarrollado numerosas vacunas con el fin de prevenir la infeccion
con esta bacteria en diferentes especies animales, especialmente en cerdos, perros y gatos. Es asi
como hasta la actualidad se han elaborado vacunas a partir de la bacteria viva (Bey et al., 1981;
Jacobs et al., 2005; Davis et al., 2007), de la bacteria muerta (Smith et al., 1982), de antigenos de
superficie celular (Novotny et al., 1985; Jacobs et al., 1993), del lipopolisacarido (Novotny et al.,
1985) y de la dermonecrotoxina (Kang et al., 2006). Sin embargo, a pesar de que los estudios
experimentales con estas vacunas han mostrado resultados contradictorios (Ellis et al., 2002;
Gopinathan et al., 2007; Mann et al., 2007; Davis et al., 2007), estudios recientes demuestran que
las infecciones respiratorias en las que participa B. bronchiseptica siguen siendo un problema
frecuente en animales de produccion y de compaiiia (Zhao et al., 2011B; Schulz et al., 2014).

Con base en estos antecedentes, es necesario disefiar y desarrollar nuevas estrategias y sustancias
para la prevencion, tratamiento y control de las infecciones respiratorias, con un objetivo diferente al
del ataque y la destruccion de la bacteria. Como cualquier otro patdgeno, las bacterias que afectan
el tracto respiratorio, se adhieren a las superficies mucosas del hospedero, y este proceso de
adherencia es el primer paso en el desarrollo de una infeccion. Por lo tanto, la inhibicion de la
adhesion bacteriana resulta ser una buena alternativa como estrategia de prevencion de la infeccion.
Uno de los principales mecanismos por los cuales se da la primera interaccion hospedero- patdgeno
es por medio del reconocimiento y unién del microorganismo a oligosacéaridos especificos presentes
en las superficies celulares del hospedero; en consecuencia, el uso de carbohidratos exdgenos
puede ser un mecanismo de bloqueo efectivo de la adherencia de las bacterias al epitelio. En
términos ecoldgicos, el principio rector de esta aproximacion es que el mecanismo de control
propuesto para el patogeno, la inhibicion de su adhesion, no agreda su integridad fisicoquimica de
tal suerte que no se vea obligado a escalar sus mecanismos de patogenicidad, tal como sucede con

las vacunas o antibidticos; pero de otro lado, al prevenir la adhesion del microorganismo asi como el
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uso de sustancias igualmente inocuas para el hospedero, se busca coadyuvar a que sea este Gltimo

por sus propios medios -sistema mucociliar- el que se encargue de deshacerse de la bacteria lo
menos traumaticamente para las dos partes.

Algunos autores han estudiado la inhibicion de la adherencia de bacterias del género Pasteurella mediante el
uso de carbohidratos: Glorioso ef al. (1982) estudiaron la adhesion de P. multocida A aislada de conejos en
monocapas de cultivos de células Helay células paraqueratoticas faringeas, el hallazgo més significativo fue
la inhibicion de la adhesion de la bacteria a los dos tipos celulares mediante N-acetil-D-glucosamina (GlcNAc),
lo que sugiere que existen receptores tipo lectinas sobre ambas superficies epiteliales que actian como

. mediadores de la union bacteriana a las células del hospedero. El papel adherente sobre la bacteria se le
atribuye en buena medida a las fimbrias ya que en cepas con estas estructuras, la adhesion es mayor y su
ausencia en la misma cepa demuestra poca o ninguna adhesividad (Ruffolo et al., 1997); Jaramillo et al.
(2000) describieron una proteina de 68 kD con propiedades de adhesina en Mannheimia haemolytica A1, esta
adhesina fue inhibida mediante el uso de GIcNAc y acido sidlico (NeuSAc) en células epiteliales de traquea in
vitro; Al-Haddawi et al. (2000) complementaron el anterior hallazgo al demostrar que la fimbria de P. multocida
A3 aislada de conejos reconoce la GIcNAc en las cilias del epitelio respiratorio y a su vez reiteraron que con la
utilizacion de este aziicar era posible bloquear tal union por competencia;por otra parte, es posible que el
acido hialuronico presente en el serotipo capsular A de P. mulfocida contribuya a la union de esta bacteria a
lectinas propias del epitelio, (Pistole, 1981; Jacques et al., 1987);. Jacques et al. (1988) y Hatfaludi et al.
(2010) sostienen que a pesar de que P. multocida posee diferentes estructuras que contribuyen a la unién a
las células del epitelio respiratorio, el LPS y la fimbria tipo IV serian los principales mediadores de dicha
adhesion actuando como ligandos carbohidrato (CHO) y lectina respectivamente.

A pesar de que B. bronchiseptica posee diferentes adhesinas en su superficie, los estudios,
particularmente in vivo en terapia antiadhesiva basada en el uso de carbohidratos son practicamente
inexistentes. En el estudio de Plotkin and Bemis (1984), GIcNAc inhibié en un 100% la adherencia de
B. bronchiseptica a fibroblastos de hamsteres (HLF), y reversaron en un 96% la adherencia de la
bacteria a los HLF luego de 45 minutos de incubacion. Investigaciones en Bordetella pertussis,
afirman que la adherencia de la adhesina hemaglutinina filamentosa (FHA) de B. pertussis puede ser
inhibida por moléculas que contienen lactosa como galactosa, galactosa B 14- glucosa y
lactosaminas (Tuomanen et al., 1988), mientras que Menozzi et al. (1994) proponen que esta
inhibicién se da Unicamente por polisacaridos sulfatados como heparan sulfato y dextran sulfato.
Aparte de la FHA existen otras adhesinas, como la fimbria y el LPS, que podrian mediar la

adherencia de B. bronchiseptica a través de interacciones lectina-carbohidrato.

Otros estudios in vitro han investigado el efecto de glicoconjugados en la adherencia de Pseudomonas
aeruginosa a células epiteliales del tracto respiratorio, entre ellos: la heparina, el dextran y el dextran sulfato
en diferentes grados, bloquearon la adherencia de este microorganismo y algunos mono-, di- y tri-sacaridos
de N acetil galactosamina (GalNAc) y galactosa (Gal) tales como GalNAc _ 1-4Gal, GalNAc _ 1-3Gal, Gal _
1-4GlcNAc y Gal _ 1-3GIcNAc igualmente fueron buenos inhibidores de la adherencia de esta bacteria, de
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Burkholderia cenocepacia y Legionella pneumophila. De manera similar, altas dosis de dextran administradas

en aerosol inhibieron la infeccion con P. aeruginosa en un modelo en raton (Bavington and Page, 2005).

La administracion intratraqueal de oligosacaridos como lacto-N-neotetraose (LNNnT) y sus a2-3-y a 2-6-
derivados sialilados, en modelos animales, atenuaron el curso de la neumonia por Streptococcus pneumoniae
y previnieron la colonizacion de la nasofaringe con este patogeno; ademas, se disminuy6 de manera drastica
la colonizacion del pulmon y hubo proteccion contra la bacteremia. Los mismos carbohidratos disminuyeron la
intensidad de la neumonia y la bacteremia cuando se administraron terapeticamente 24 horas después de
que la infeccion se hubiese establecido; administrados intranasaimente, estos neoglicoconjugados previnieron
la colonizacion de la nasofaringe con S. pneumoniae en ratas infantes (Idanpaan-Heikkila et al., 1997). La
correlacion parcial entre la bioactividad in vivo y la inhibicion de la adherencia in vitro, sugiere que los
oligosacaridos reducen la enfermedad por pneumococo, al menos en parte por interferencia con la adherencia
de la bacteria a las células del hospedero. En este rol, los oligosacaridos presumiblemente actian como
homélogos receptores solubles que se unen a la bacteria, inhibiendo su subsecuente adherencia a las células
del hospedero.

Es posible que estos oligosacaridos, en adicion, favorezcan el barrido mucociliar de! pneumococo,
esto es sugerido por la disminucién de pneumococos recuperados en el lavado broncoalveolar
cuando dichas sustancias son aplicadas 24 horas antes de la bacteria; en cuyo caso indicaria que
los oligosacaridos serian diluidos en el liquido periciliar, persistiendo en altas concentraciones en la
‘delgada pelicula humeda de la interface epitelio-aire y, por lo tanto, bloqueen la adherencia aun
muchas horas después de la administracién (Idanpaan-Heikkila et al., 1997).

La mayoria de las patentes que sustentan invenciones dirigidas a prevenir la infeccion por B.
bronchiseptica (WO1999059630; EP1667712; US20110059128; IL51537; US20130273100;
US20130004510;  US5985286; US4225583; US5595744;  ZA2005/06073; CA2678698;
US20100291104; US6387377) y por P. multocida (US20130004510; US5695769; EP2256185;
US20080241192; W02014083091; US20090068217, CA2148829; CA2729818; EP1638598;
CA1328071; WO1994011024; W02008153339; W0O2007006101) tienen un concepto vacunal,
donde se busca estimular la produccion de anticuerpos y destruir los microorganismos. La presente
invencion por el contrario, busca prevenir la infeccion por medio del uso de carbohidratos de una

manera ecologica, sin inducir dafios ni una respuesta inmune en el hospedero y sin agredir a las
bacterias.

‘La patente US8912314 (B2) hace referencia a una composicion de un péptido con una secuencia
especifica de aminoacidos que se une selectivamente a poly- GlcNAc Staphylococcal
(PNAG(dPNAG) e induce un aumento en la opsonofagocitosis de las bacterias que expresan PNAG,
entre ellas B. bronchiseptica. Esta patente se refiere a un péptido, no a un aziicar, y tiene como
proposito inducir la destruccidn bacteriana.



La solicitud patente EP0209493 hace referencia al bloqueo de la adhesion de las bacterias del
género Bordetella, sin embargo, el método utiliza la produccion de anticuerpos contra los

glicoconjugados de la membrana celular de los mamiferos, es decir, es un método vacunal.

La patente AU2004212980 (B2) rectama un método para inhibir la adherencia de P. mulfocida entre
otras bacterias, sin embargo, el método consiste en la elaboracion de anticuerpos que se obtienen a

partir de huevos de aves que fueron inoculadas previamente con el microorganismo.

La solicitud de patente WO2003002127 relaciona el uso de un inhibidor de glicosidasa que impide el
desenmascaramiento de receptores glicano de un agente patdgeno para el tratamiento de
enfermedades causadas por diferentes bacterias, hongos, virus o toxinas. Sin embargo, esta
patente, se refiere al uso de un inhibidor de la enzima glicosidasa, no al uso de carbohidratos para
bloquear la adherencia bacteriana, ademas no incluye la prevencion ni el tratamiento contra
infecciones por P. mulfocida ni B. bronchiseptica.

Adicionaimente, la solicitud US 20090209486 A1 reclama una composicion de uno o mas
carbohidratos entre los cuales se menciona a la GIcNAc, para diferentes usos incluyendo el
tratamiento contra bacterias Gram negativas, el cual puede ser administrado por inhalacién o por
spray nasal. Sin embargo, la presente invencion hace referencia a un glicoinhibidor de la adherencia
de dos bacterias especificas del tracto respiratorio, la cual consiste en una mezcla de azicares, dos
de los cuales no estan incluidos en la solicitud US 20090209486 A1, que se administra mediante un
soporte con base en glicoconjugados amino&cido-carbohidrato.

Descripcion breve de las figuras

Las Figuras 1 (B. bronchiseptica) y 2 (P. multocida) muestran el numero de animales que

presentaron signos clinicos en cada grupo experimental expuesto a cada bacteria.

Las Figuras 3 (B. bronchiseptica) y 4.(P. multocida) presentan la cantidad de conejos que tuvieron

los diferentes patrones de neumonia en cada grupo experimental retado con cada bacteria.

Las Figuras 5 a 7 registran el grado de severidad de las lesiones microscopicas en septo nasal para
B. bronchiseptica en los diferentes grupos experimentales.

En la Figura 8 se aprecia el grado de severidad de las lesiones microscopicas en septo nasal para P.
multocida en los diferentes grupos experimentales.

Las Figuras 9 a 12 documentan el grado de severidad de las lesiones microscopicas en pulmoén para
B. bronchiseptica en los diferentes grupos experimentales.

En la Figura. 13 se observa el grado de severidad de las lesiones microscopicas en pulmén para P.
mulfocida en los diferentes grupos experimentales.



En las Figuras 14 (B. bronchiseptica) y 15 (P. mulfocida) se compara el grado de severidad de las
lesiones microscopicas en septo nasal entre los animales tratados con cada bacteria y los
carbohidratos individuales frente a los animales tratados con cada bacteria y la mezcla de
carbohidratos.

Las Figuras 16 (B. bronchiseptica) y 17 (P. multocida) comparan el grado de severidad de lesiones
microscopicas en pulmén entre los animales tratados con cada bacteria y los carbohidratos

individuales frente a los animales tratados con cada bacteria y la mezcla de carbohidratos.

Las Figuras 18 y 19 muestran la fotografia de pulmén de un conejo control positivo a la infeccién con
B. bronchiseptica (Figura 18) y la de un conejo tratado con la mezcla de carbohidratosy B.
bronchiseptica (Figura 19). H&E, 10X.

En las Figuras 20 y 21 se aprecian los pulmones de un conejo control positivo de P. multocida
(Figura 20) y la de un conejo tratado con la mezcla de carbohidratos y P. multocida (Figura 21). H&E,
10X.

Descripcion de la invencion

Se presenta un glicoinhibidor de la adherencia de bacterias al tracto respiratorio de mamiferos. El
glicoinhibidor de la adherencia esta compuesto por una mezcla de carbohidratos.

Los carbohidratos de la mezcla mimetizarian diferentes receptores de las células epiteliales y/o

adhesinas bacterianas bloqueando la adherencia de B. bronchiseptica y P. multocida al epitelio, lo
que impide que se desarrolle la infeccion.

El termino receptor celular se refiere a moléculas glicoprotéicas presentes en la superficie de las
células del hospedero. El término adhesina, igualmente con propiedades glicoprotéicas, se refiere a
moléculas de adhesion bacteriana.

Las bacterias que afectan el tracto respiratorio se unen a ofigosacaridos especificos presentes en la

superficie del epitelio. Por otro lado, la bacteria posee estructuras glicosiladas en su superficie, las
cuales son reconocidas por lecti

nas propias del epitelio. Los carbohidratos mimetizan los receptores glicosilados de las células
epiteliales y/o las adhesinas bacterianas y ocupan su contraparte respectivamente, inhibiendo de
esta manera la adherencia de la bacteria a la superficie del tracto respiratorio.

Los carbohidratos componentes de las mezclas son derivados de la glucosa (Glc) y de la manosa
“(Man).
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Para determinar los carbohidratos que componen la mezcla anti-adhesiva para cada bacteria se
deben seguir los siguientes pasos:

1. Para determinar los posibles carbohidratos a los que se une la bacteria, se hacen ensayos in
vifro en cultivos de septo nasal de feto de conejo donde se evalia la inhibicién de la
adhesion de cada bacteria al epitelio respiratorio con 18 lectinas diferentes. Por medio de la
técnica de inmunohistoquimica se determina el porcentaje de adherencia de las bacterias al
epitelio y por medio de hematoxilina-eosina (H&E) se evallan las lesiones y el grado en que
son inhibidas por las lectinas que resultan efectivas frente a los controles positivos y frente a
ofras lectinas que no sean efectivas.

2. Basados en los resultados del punto anterior, se hacen ensayos in vitro, igualmente en
cultivos de septo nasal de feto de conejo, donde se determina la dosis minima efectiva para
lograr la inhibicién de la adhesién de cada bacteria y las lesiones al epitelio respiratorio, con
los carbohidratos, que son reconocidos de manera especifica por las lectinas inhibidoras de
la adhesion bacteriana. Por medio de la técnica de inmunohistoquimica, se detecta el
porcentaje de inhibicion de adherencia de las bacterias al epitelio. Adicionalmente, por H&E

se hace una evaluacion del grado de inhibicion de las lesiones microscopicas.

3. Se desarrollan ensayos in vivo en conejos de 51 dias de edad, donde de igual manera se
evalla la inhibicion de la adhesion de cada bacteria al epitelio del tracto respiratorio con los
carbohidratos y la dosis establecidos en el punto anterior. Se examinan los conejos para
valorar la manifestacion o no de signos clinicos, las lesiones macro y microscdpicas en
septo nasal y pulmén segln el caso; en adicion, se detecta la presencia o ausencia de las
bacterias en los pulmones por medio de aislamiento microbiolégico y por reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) convencional.

4. Basados en los resultados del punto anterior, se determina cuales son los carbohidratos, que

inhiben los signos clinicos, las lesiones macroscopicas y microscopicas y la presencia de la
bacteria en pulmén.

5. Se elabora una mezcla con los carbohidratos que demuestren el mayor efecto inhibitorio,
segun el punto anterior, y se hacen ensayos in vivo similares a los descritos en el punto 3,
evaluando la manifestacion o no de signos clinicos, la presencia de lesiones macro y
microscopicas, y la deteccion de las bacterias por aislamiento microbiolgico y por PCR
convencional. Adicionalmente se determina el porcentaje de adherencia de las bacterias al

epitelio por medio de la técnica de inmunohistoquimica. Se establece la dosis dptima que
inhibe la adherencia de cada bacteria y las lesiones microscopicas en el epitelio entre 200 - 300
Halkg.
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6. Formas de aplicacion: La via de administracion de la mezcla inhibidora de la adhesion de
bacterias que afectan el tracto respiratorio de mamiferos es nasal, por lo tanto puede ser
administrada de manera topica directamente en la fosa nasal o por aspersion.
Adicionalmente, los carbohidratos pueden ir unidos a moléculas que le confieran mayor
estabilidad y que permiten suministrar la mezcla a partir de soportes con base
glicoconjugados aminoacido-carbohidrato.

Mejor manera de realizar la invencion

La invencion se ilustra con los siguientes ejemplos:
EJEMPLO 1. Cepas bacterianas

P. multocida y B. bronchiseptica fueron obtenidas a partir de septo nasal, traquea o pulmén de conejos
enfermos con rinitis y bronconeumonia de forma natural. Para la identificacion de la bacteria se realizaron test
microbiolégicos de rutina, amplificacion por PCR y posterior secuenciacion. Con el fin de aumentar o activar la
virulencia de los aislamientos bacterianos, se inocularon ratones por via intraperitoneal con cada bacteria, los
cuales luego de mostrar los primeros signos de enfermedad, fueron sacrificados y se reaistaron las bacterias
a partir de sus tejidos.

EJEMPLO 2: Lectinas

Se utilizaron un total de 18 lectinas de tres kits comerciales. Estas lectinas son extraidas de diferentes plantas

y fueron seleccionadas con base en un rango de especificidad hacia diferentes azucares.

Las lectinas evaluadas y su especificidad se presentan a continuacion:

Source of lectin Carbohidrate
Abbreviation Latin name Common name Specificity
ConA Canavaliaensiformis Jack bean Man / Gle
DBA Dolichosbiflorus Horse gram GalNAc(a1-3) / GalNAc
DSL Daturastramonium mson - weed or - thor (GlcNAc)2-4
Apple
ECL Erythrinacristagalli Coral tree Gal / GaINAc
GSL I Griffoniasimplicifolia | Unknown Gal / GalNAc
GSL I Griffoniasimplicifolia Il Unknown GlcNAc
JACALINA Artocarpusintegrrifolia  Jack fruit Gal / GalNAc
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Source of lectin Carbohidrate
Abbreviation Latin name Common name Specificity

LCA Lens culinaris Lentil Man/ Glc

LEL Lycopersiconesculenum  Tomato (GlcNAc)2-4

PNA Arachishypogaea Peanut Gal B1-3/ GalNAc1
PSA Pisum sativa Garden pea Man / Glc

RCA 120 Ricinuscommunis Castor oil bean Galp1-4 /GalNAc
SBA Glycine max Soybean Gal / GalNAc
SJA Sophora japonica Japanese pagoda tree Gal / GalNAc
STL Solanumtuberosum Potato (GIcNAc)2-4
UEAI Ulexeuropaeus | Gorze or furze Fucosa (Fuc)
VVA Viciavillosa Hair vetch GalNAc

WGA Triticum vulgaris Wheat germ GleNAc& NeuSAc

EJEMPLO 3: Ensayos in vitro con lectinas para determinar los azicares a ensayar

Se utilizaron secciones de septo nasal de feto de conejo. Para evaluar el efecto inhibitorio de las
lectinas sobre la adhesion de las bacterias al epitelio respiratorio, se incubé 0,1- 0,3 ug/ml de cada
lectina con el tejido de septo nasal sumergido en Medio esencial enriquecido con glucosa (MEM)
durante 1 hora a 37°C en c4mara hiimeda con 5% de CO2, posteriormente se hicieron tres lavados
con MEM para eliminar la lectina no adherente, se adicionaron 107 UFC de cada bacteria y se incubd
durante 2 horas mas. Se incluyeron también controles negativos, controles positivos (bacteria sola) y
controles de cada lectina. Los tejidos fueron fijados en formalina bufferada al 3,7% durante 24h.

Los tejidos fueron evaluados por la técnica de inmunoperoxidasa indirecta (IIP) para determinar la
cantidad de bacteria adherida al borde ciliado de las células epiteliales respiratorias. Se utilizo un
antisuero policlonal obtenido en oveja como anticuerpo primario contra cada bacteria, y como
anticuerpo secundario se empled un antisuero IgG comercial contra oveja producido en burro. La
cantidad de bacteria adherida al epitelio fue evaluada por un score cuantitativo, de la siguiente
manera: ausencia de bacterias adheridas 0%; bacterias adheridas al 33% de la superficie epitelial,
bacterias adheridas al 66% de la superficie y al 99% de la superficie.

A



Las lectinas que mostraron un efecto inhibitorio significativo de la adherencia de las bacterias al
compararlo con el control positivo, fueron LCA (Lens culinaris), PNA (Arachishypogaea), WGA
(Wheatgermagglutinin- Triticum vulgaris), RCA120 (Ricinuscommunis) y DBA (Dolichosbifiorus). Con
base en este resultado se eligieron los azicares GlcNAc, GalNAc, alfa metil mandsido (AmeMan),
alfa metil glucésido (AmeGlc) y acido sialico (Neu5AC) para evaluar su efecto inhibitorio sobre la
adherencia bacteriana.

EJEMPLO 4. Ensayos in vitro para la determinacion de la dosis minima efectiva de los azlicares

Se utilizaron secciones de septo nasal de feto de conejo en cultivo. Para determinar la dosis minima efectiva
de los azucares para la inhibicion de la adhesion de las bacteriasal epitelio respiratorio, se evaluaron las
diferentes dosis entre el rango de 50-400ug. Se incubaron los tejidos con 107 UFC de cada bacteria con cada
azlicar a las diferentes dosis, sumergidos en MEM durante 2 horas a 37°C en camara himeda con 5% de
CO2. Se incluyeron también controles negativos y controles positivos. Los tejidos fueron fijados en formalina
bufferada al 3,7% durante 24h. Los tejidos fueron evaluados por la técnica de inmunoperoxidasa indirecta
(IIP) para determinar la cantidad de bacteria adherida al borde ciliado de las células epiteliales respiratorias,
los parametros de evaluacion de la adherencia estan descritos en el ejemplo 3. Adicionaimente se hizo una
“evaluacién de las lesiones microscopicas. Estos tejidos fueron procesados por la técnica de rutina con tincion
de hematoxilina-eosina (H&E). La dosis que inhibio la adherencia de cada bacteria y las lesiones
microscopicas en el epitelio estuvo entre 200 - 300 pg.

EJEMPLO 5: Ensayos in vivo para evaluar el efecto inhibitorio de los azlicares sobre la adherencia
de las bacterias

Se utilizaron conejos Nueva Zelanda blancos de 51 dias de edad se distribuyeron al azar en 12
grupos de tratamiento (tres conejos por grupo) los cuales incluian un grupo por cada azlicar mas
bacteria, un grupo control de cada azdcar, un grupo control positivo y un grupo control negativo.

Para la preparacion de la solucién experimental se mezclaron 1x107UFC de cada bacteria con 200-
300ug de cada azicar o de la mezcla de azucares que habian dado resultados significativos; la
solucion se incubd a temperatura ambiente. Posteriormente los animales fueron instilados con la
solucion tratamiento, por la via intranasal (IN) y por la via intratraqueal (IT). Los gazapos fueron
evaluados clinicamente cada 4 horas post instilacion. A las 72 horas post instilacion los conejos
fueron sacrificados, previa anestesia.

Luego del sacrificio de los animales, se llevd a cabo la necropsia. Se retird la caja toracica, se
separ¢ todo el sistema respiratorio desde la laringe y se infundié formaldehido al 3,7% via traqueal
con una columna de 20cm de presion de agua. Se evaluaron macroscopicamente los pulmones y se
determinaron patrones neumodnicos desarrollados para el caso de cada bacteria. Se tomaron
muestras de los cornetes y de los pulmones para ser procesados por la técnica de rutina con tincion

de hematoxilina-eosina (H&E), para ser posteriormente evaluados por microscopia de Iuz. Y se



tomaron nuevas muestras de pulmon para detectar la presencia de las bacterias por microbiologia y
por PCR.

EJEMPLO 6: Determinacion de los azucares que tienen un efecto bloqueador significativo de la
adherencia de las bacterias

Basados en los resultados de la evaluacion clinica de los animales, de la deteccion de las bacterias
por aislamiento microbiolégico y por PCR y de las evaluaciones macro y microscopica de los tejidos,

se determinaron cuales azucares presentan un mayor efecto inhibidor de la adherencia para cada
bacteria

B. bronchiseptica:

Ninguno de los animales tratados con B. bronchiseptica més GIcNAc o AmeGlc present6 signos
clinicos. Por otro lado, al menos dos de tres conejos tratados con B. bronchiseptica y GalNAc,
AmeMan o NeuSAC presentaron signos clinicos, un animal tratado con B. bronchiseptica y AmeMan
murio a causa de la infeccion (fig. 1). Los animales del grupo control positivo (B. bronchiseptica)
evidenciaron una mayor severidad de los signos clinicos, dos de los tres animales murieron
alrededor de las 24 horas post inoculacion. Ningin animal de los grupos control de carbohidratos, ni

del grupo control negativo, presentaron signos clinicos.

Por medio de aislamiento microbioldgico y PCR convencional se detectd la presencia de B.

bronchisepticatnicamente en los pulmones de los mismos grupos de animales que presentaron
signos clinicos.

Los tres conejos tratados con B. bronchiseptica mas GIcNAc mostraron pulmones de apariencia
normal, y solo un animal del grupo tratado con B, bronchiseptica mas AmeGlc presentd un patron de
neumonia. En el resto de grupos, incluidos aquellos del grupo control positivo, al menos dos conejos
presentaron algln tipo de patron de lesion pulmonar. Ninguno de los animales control negativo, ni
controles de carbohidratos presentaron lesion pulmonar (fig. 3).

Para aquellos animales tratados con B. bronchiseptica mas carbohidratos, Gnicamente los de los
grupos B. bronchiseptica+ GIcNAc y B. bronchiseptica+ AMetGlc mostraron una disminucion
significativa (p<0.05) en la severidad de todas las lesiones microscopicas en pulmon (fig. 9 a 12) y

en septo nasal (fig. 5 a 7) frente a aquellos del grupo control positivo (fig. 18).

Se determiné que los azicares GlcNAc y AMetGlc tienen un mayor potencial inhibidor de los efectos

causados por la infeccién por B. bronchiseptica y por lo tanto son blogueadores efectivos de la
adhesion de la bacteria al epitelio.

P. multocida:
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Los animales control negativo y control de azicares no presentaron signos clinicos compatibles con
enfermedad, asi como tampoco los animales tratados con GIcNAc, AMetGlc y AmeMan. Los animales control

positivo y los animales que recibieron tratamiento con GalNAc y Neu5SAC presentaron sintomatologia (fig. 2).

Se logré realizar reaislamiento bacteriano a partir de los animales control positivo y de los animales tratados
con GaiNAc y NeuSAC.

Macroscopicamente los animales control positivo y los animales tratados con GalNAc y Neu5AC presentaron
algun patron morfolégico de neumonia, mientras que los otros grupos experimentales no presentaron cambios
morfoldgicos macroscopicos (fig. 4).

Los cambios microscopicos en septo nasal se presentaron con menor severidad en los animales tratados con
GlcNAc, AMetGle y AmeMan (p<0.05). Los animales control positivo y los tratados con GalNAc y NeuSAC
fueron los que mas lesiones evidenciaron (fig. 8).

Los cambios microscopicos en pulmén se presentaron con menor frecuencia y severidad en los animales
tratados con GIcNAc, AMetGlc y AmeMan (p<0.05). Los animales control positivo (fig. 20) y los tratados con
GalNAc y NeuSAC fueron los que mas lesiones evidenciaron (Figura 13).

EJEMPLO 7: Ensayos in vivo para evaluar el efecto inhibitorio de la mezcla de azlicares sobre la
adherencia de las bacterias

Se elabora una mezcla con los carbohidratos que presentaron el mayor efecto inhibitorio, segtn el
“ejemplo anterior, y se hacen ensayos in vivo similares a los descritos en el ejemplo 5, donde se
incluye un grupo tratado con cada bacteria mas la mezcla de carbohidratos y un grupo control de la
mezcla de carbohidratos. Adicionalmente se determiné el porcentaje de adherencia de las bacterias

al epitelio por medio de la técnica de inmunohistoquimica (I1P).

B. bronchiseptica:

La mezcla glicoinhibidora de la adherencia para esta bacteria contiene GlcNAc y AMetGlc.

Ninguno de los animales tratados con B. bronchiseptica mas la mezcla de carbohidratos manifestd

signos clinicos.

No se reaisl6 B. bronchiseptica de ningiin pulmén de los conejos tratados con B. bronchiseptica mas
la mezcla de carbohidratos.

‘A la necropsia todos los conejos tratados con B. bronchiseptica més la mezcla de carbohidratos
presentaron pulmones de apariencia normal.

A la evaluacion microscépica se encontré una disminucion significativa (p<0.05) en la severidad de
engrosamiento de septos y presencia de detritus en la luz bronquiolar en pulmén (fig. 16 y 19) y de

pérdida de cilias en septo nasal (fig. 14) frente a aquellos animales tratados con los azucares
22—
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individuales.

De acuerdo con la técnica de I1P, tanto para comete nasal como para pulmén, no hubo marcacion en
los animales tratados con B. bronchiseptica mas la mezcla de carbohidratos y hubo una marcacion
moderada en los animales control positivo.

P. multocida:

‘De acuerdo con los resultados en los experimentos que evaluaban el efecto de carbohidratos
individuales sobre la adherencia de P. multocida al epitelio respiratorio, se decidio hacer una mezcla
con aquellos que inhibieron significativamente los signos clinicos y las lesiones macro y
microscopicas los cuales fueron GlcNAc, AMetGlc y AmeMan.

Este experimento demostrd que el tratamiento en animales inoculados con P. mulfocida mas la
mezcla de carbohidratos disminuye atn mas la presentacion de signos clinicos, el reaislamiento
microbiol6gico y la expresion de cambios macros y microscopicos (p<0.05) (fig. 15, 17 y 21).

De acuerdo con la técnica de IIP hubo una marcacién leve a moderada en los animales control
positivo; los animales retados con P. mulfocida mas la mezcla de carbohidratos no mostraron

marcacion alguna en pulmones y solo fue leve en cornetes nasales.
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Reivindicaciones

1. Un glicoinhibidor de la adherencia de bacterias que afectan el tracto respiratorio de
mamiferos CARACTERIZADO PORQUE comprende dos o mas de los siguientes
carbohidratos: N- acetil glucosamina (30% - 50%), Alfa metil glucésido (30% - 50%), Alfa
metilmanésido (30% - 50%).

2. El glicoinhibidor de la adherencia de bacterias que afectan el tracto respiratorio de
mamiferos de la reivindicacion 1, CARACTERIZADO PORQUE comprende la mezcla N-
acetil glucosamina y Alfa metit glucésido, bloqueante de B. bronchiseptica.

3. El glicoinhibidor de la adherencia de bacterias que afectan el tracto respiratorio de
mamiferos de la reivindicacion 1, CARACTERIZADO PORQUE comprende la mezcla N-
acetil glucosamina, Alfa metil glucésido y Alfa metilmanésido, bloqueante de P. multocida.

4. El glicoinhibidor de la adherencia de bacterias que afectan el tracto respiratorio de
mamiferos de las reivindicaciones 2 y 3, CARACTERIZADO PORQUE la mezcla de
carbohidratos va en una cantidad entre 200 y 300 pg/kg.

5. El glicoinhibidor de la adherencia de bacterias que afectan el tracto respiratorio de
mamiferos de la reivindicacién 1, CARACTERIZADA PORQUE se presenta en un soporte

con base en glicoconjugados aminoacido-carbohidrato.
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.ANEXOS

Figura 1
Signos clinicos (B. bronchiseptica)
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Figura 3

Patrones pulmonares (B. bronchiseptica)
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Figura 5

Presencia de bacterias en cornete nasal

(B. bronchiseptica)
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Pérdida de cilias en cornete nasal

(B. bronchiseptica)
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Figura 8
Lesiones en cornete nasal (P multocida)
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Figura 9

Engrosamiento de septos en pulmén
- (B. bronchiseptica)
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Detritos en pulmon
(B. bronchiseptica)
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Figura 11

Focos neumonicos
(B. bronchiseptica)
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Figura 13

Lesiones en pulmon (P multocida)
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Figura 15

Lesiones en cornete nasal (P multocida)
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Figura 17

i Lesiones en pulmén (P. multocida)
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Resumen

El glicoinihibidor aqui reivindicado impide la adherencia de bacterias que afectan el tracto
respiratorio de mamiferos. El glicoinhibidor de la adherencia estd compuesto de una mezcla de
carbohidratos que se unen a las adhesinas bacterianas y/o a los receptores celulares del hospedero
bloqueando la interaccion bacteria - hospedero, lo que impide la adherencia bacteriana al epitelio y
el desarrollo de la infeccion.
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