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REIVINDICACIONES

1. Una composiciéon farmacéutica que comprende una cantidad

terapéuticamente efectiva de tobramicina en combinacion con fumarato.

2. La composicion de la reivindicacion 1, en donde la cantidad de fumarato esta

entre 5 mMy 30 mM.

3. La composicion de la reivindicacion 1, en donde la cantidad de fumarato esta

entre 10 mM y 20 mM.

4. La composicién de la reivindicacion 1, en donde la cantidad terapéuticamente

efectiva de tobramicina esta entre 20 mg/L y 320 mg/L, inclusive.
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COMPOSICION QUE COMPRENDE UN ANTIBIOTICO AMINOGLUCOSIDO EN
COMBINACION CON UN METABOLITO O COMPUESTO DE LA VIiA
METABOLICA SELECCIONADA DEL GRUPO QUE CONSTA DE: FUMARATO,
SUCCINATO, CITRATO, OXALOACETATO, RIBOSA, ARABINOSA,

GLUCONATO O PROPIONATO

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

[0001] Esta solicitud reivindica el beneficio bajo 35 USC § 119 (e) de la
Provisional U.S. No. 61/871.554, presentada el 29 de agosto, 2013, cuyo

contenido se incorpora aqui como referencia en su totalidad.

CAMPO DE LA INVENCION

[0002] El campo de la invencion se refiere a la eliminacién de la persistencia

bacteriana y el tratamiento de infecciones cronicas.

ANTECEDENTES

[0003] La persistencia bacteriana se refiere a una sub-poblacion latente de
células tolerantes al tratamiento con antibidticos y se considera una fuente
importante de infeccién crénica y recurrente. La persistencia bacteriana se
diferencia de la resistencia a antibidticos por el hecho que las persistentes no son
diferentes genéticamente de las células susceptibles a antibidticos. En su lugar, la
persistencia resulta de la heterogeneidad de la poblacién fenotipica dentro de una
poblacion isogénica. Visto como parte de una estrategia de supervivencia
epigenética, la persistencia pierde un rapido crecimiento con el fin de ganar la

tolerancia a la diversidad de estrés, incluyendo antibidticos. Los estudios genéticos
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han descubierto una serie de fendmenos celulares implicados en la persistencia
bacteriana, incluyendo modulos de toxina-antitoxina y la respuesta estricta. Se
necesitan composiciones y métodos para eliminar o reducir las persistencias

bacterianas.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0004] Las bacterias tienen la tendencia a reducir su tasa metabdlica o
introducir formas de latencia de varias intensidades, que influyen en su
susceptibilidad a los antibiodticos y hacen el tratamiento de las infecciones mas
dificil. La persistencia bacteriana es un estado en el que una sub-poblacion de
células latentes, denominadas aqui como "persistencias bacterianas”, tolera el
tratamiento con antibiéticos. Las persistencias bacterianas han sido implicadas en
las biopeliculas y las infecciones crénicas y recurrentes. A pesar de esta
relevancia clinica, actualmente no existen medios listos para erradicar las

persistencias.

[0005] Las composiciones y métodos descritos en este documento se refieren,
en parte, al descubrimiento de los metabolitos del ciclo tricarboxilico, asi como
metabolitos de la R-oxidacion, el ciclo de la urea, el catabolismo de aminoacidos y
el catabolismo de los lipidos que se pueden usar para potenciar la mortandad de
las células de P. aeruginosa en varios estados metabdlicos reducidos en
combinacion con aminoglucésidos. En los experimentos, descritos en este
documento, entre las fuentes de carbon activo, el fumarato y el succinato han
dado muy buenos resultados con respecto a la potenciacion de la eficacia de los
antibidticos. Los inventores también encontraron que la glucosa, el piruvato y el
propionato también sensibilizan la bacteria a los antibiéticos aminoglucdsidos.

Este descubrimiento puede producir nuevas estrategias de tratamiento para las
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infecciones crénicas como las asociadas con la fibrosis quistica y las infecciones
inducidas por biopelicula de bacterias Gram-negativas. Una de las ventajas de los
métodos como descritos en este documento es que los metabolitos o compuestos
son relativamente faciles de usar, que se toleran bien, y que se pueden
administrar facilmente utilizando diversas rutas (e.g., intravenosa, inhalacion,
tépica, oral, etc.). Por ejemplo, el fumarato ya se utiliza en combinaciones de
inhalacién con otras terapias pulmonares (e.g., beta agonistas) para el tratamiento
del asma, por lo tanto conocemos los temas concernientes a la toxicidad. Otra

ventaja es que el uso de compuestos metabdlicos es barato.

[0006] El trabajo descrito en este documento establece nuevas estrategias con
base en novedosos metabdlicos para erradicar persistencias bacterianas y pone
de relieve la importancia critica del ambiente metabdlico de eficacia de los
antibidticos. Sin desear estar limitado por la teoria, los métodos descritos en este
documento tienen en cuenta el requisito del consumo de aminoglucdsidos en la
generacion de la fuerza protén-motriz, y que los metabolitos que inducen la fuerza
proton-motriz en bacterias persistentes inducen a la mortandad de persistencias
de una manera dependiente de consumo. También se contemplan los métodos

descritos en este documento para uso con bacterias de fase planctonicas.

[0007] Por consiguiente, en algunos aspectos este documento proporciona
meétodos para el tratamiento de una infeccidén bacteriana crénica o persistente, que
comprende: administrar a un sujeto que tiene una infeccién bacteriana crénica o
persistente y someterlo a un tratamiento con antibiético aminoglucésido, una
cantidad efectiva de al menos un compuesto que estimula la fuerza proton-motriz
como un adyuvante, en el que el compuesto que estimula la fuerza protdn-motriz

es un metabolito o compuesto de una via metabdlica seleccionado del grupo que
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consiste de: el ciclo del acido tricarboxilico (TCA), la beta-oxidacion, el ciclo de la

urea, el catabolismo de aminoacidos, y el catabolismo de los lipidos.

[0008] En una implementacién de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el antibiético aminoglucosido es la estreptomicina,

gentamicina, kanamicina A, o tobramicina.

[0009] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el antibiético aminoglucésido es la neomicina B, neomicina C,
framicetina, paromomicina, ribostamicina, amikacina, arbekacina, bekanamicina
(kanamicina B), dibekacina, espectinomicina, higromicina B, sulfato de
paromomicina, netilmicina, sisomicina, isepamicina, verdamicina, astromicina,

neamina, ribostamicina, paromomicina o lividomicina.

[0010] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el metabolito o compuesto del ciclo TCA es acetato, citrato,
isocitrato, a-cetoglutarato, succinato, fumarato, malato, oxaloacetato, piruvato,
lactato, analogos o derivados de los mismos, o cualquier combinacién de los

mismos.

[0011] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el metabolito o compuesto de la B-oxidacion es propionato, y

analogos o derivados de los mismos.

[0012] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el metabolito o compuesto del ciclo de la urea es

arginosuccinato, o analogos o derivados de los mismos.
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[0013] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el metabolito o compuesto del catabolismo de los aminoacidos
es alanina, cisteina, serina, valina, treonina, isoleucina, metionina, aspartato,
tirosina, fenilalanina, analogos o derivados de los mismos, o cualquier

combinacién de los mismos.

[0014] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el metabolito o compuesto de catabolismo de los aminoacidos
es alanina, cisteina, serina, valina, treonina, isoleucina, metionina, aspartato,
tirosina, fenilalanina, arginina, lisina, glutamato, glutamina, asparagina, glicina,
triptéfano, leucina, histidina, y prolina, analogos o derivados de los mismos, o

cualquier combinacién de los mismos.

[0015] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el metabolito o compuesto del catabolismo de lipidos es el
acido metilmalénico, acido propionico, acido acetoacético, hidroxibutirato,

analogos o derivados de los mismos, o cualquier combinacion de los mismos.

[0016] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, al menos dos compuestos que estimulan la fuerza protén-
motriz se administran como un adyuvante, en el que los compuestos que
estimulan la fuerza protén-motriz son cada uno un metabolito o compuesto de una
via metabdlica seleccionado del grupo que consiste de: el ciclo del acido
tricarboxilico (TCA), la beta-oxidacion, el ciclo de la urea, el catabolismo de
aminoacidos, el catabolismo de los lipidos, o cualquier combinacion de los

mismos.
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[0017] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el antibidtico aminoglucésido es tobramicina y el al menos un

compuesto que estimula la PMF es fumarato.

[0018] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el antibidtico aminoglucésido es tobramicina y el al menos un
compuesto que estimula la PMF es succinato, citrato, oxaloacetato, ribosa,

arabinosa, gluconato, o propionato.

[0019] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, la infeccion bacteriana comprende uno 0 mas organismos
Gram negativos o Gram positivos. En otras implementaciones de este método y
todos los métodos descritos en este documento, la infeccidbn bacteriana
comprende una o mas bacterias atipicas, tal como micoplasma, clamidia o

micobacterias).

[0020] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, la infeccion bacteriana comprende una o mas de Escherichia

coli o Staphylococcus aureus.

[0021] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, la infeccién bacteriana comprende una o mas de las especies
de Pseudomonas, Proteus, Serratia, Citrobacter, Enterococcus, Klebsiella,

Acinetobacter, Burkholderia, Stenotrophomonas. Achromobacter, o Enterobacter.

[0022] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, la infeccion bacteriana es una infeccion adquirida en el

hospital.
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[0023] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, la infeccion adquirida en el hospital es causada por la
meticilina-resistente Staphylococcus aureus o resistente a multiples farmacos

Pseudomonas aeruginosa.

[0024] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, la infeccion bacteriana se caracteriza por la formacion de

biopeliculas.

[0025] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos

en este documento, la infeccién es recurrente.

[0026] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el sujeto tiene o esta en riesgo de contraer una infeccion
cronica o persistente; tiene una infeccidon del tracto urinario; endocarditis
infecciosa; una infeccion de la piel, la nariz, las orejas, y/o los ojos; quemaduras
externas; una infeccion asociada a la fibrosis quistica; una infeccion asociada con
un dispositivo vascular; una infeccion asociada con una proétesis de hueso; una
infeccién de la valvula protética; una infeccidn de la valvula nativa; una infeccién
asociada con la endometritis; infecciones asociadas con neutropenia febril; una
infeccion intra-abdominal; meningitis; una infeccion asociada con osteomielitis; una
infeccion asociada con la enfermedad inflamatoria de la pelvis; una infeccidn
asociada con peritonitis; una infeccidn asociada con la neumonia; una infeccion
asociada con pielonefritis; una infeccion asociada con la piel o del tejido blando;

una infeccion asociada con la cirugia, o una infeccion asociada con la tularemia.
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[0027] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el sujeto que tiene o esta en riesgo de una infeccion cronica o

persistente, es un sujeto inmunodeprimido.

[0028] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el sujeto inmunodeprimido es un humano con el virus de
inmunodeficiencia positivo; un sujeto con fibrosis quistica; o un sujeto que tiene la

enfermedad pulmonar obstructiva cronica.

[0029] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el sujeto que tiene o esta en riesgo de una infeccion cronica o

persistente ha tenido, esta teniendo, o tendra un procedimiento médico invasivo.

[0030] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el sujeto que tiene o esta en riesgo de una infeccion cronica o

persistente tiene un dispositivo médico interno.

[0031] En otra implementacion de éste método y todos los métodos descritos
en este documento, el antibidtico aminoglucésido y un compuesto que estimula la

PMF se administran por via topica.

[0032] En otra implementacion del método de cajas y todos los métodos
descritos en este documento, el antibidtico aminoglucésido y un compuesto que

estimula la PMF se administran por via intravenosa.

[0033] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el antibiético aminoglucdsido y el compuesto estimulante de

PMF se administran por via intramuscular.
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[0034] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el antibidético aminoglucdsido y el compuesto estimulante de

PMF se administran mediante inhalacién.

[0035] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos

en este documento, el antibiético aminoglucésido no se administra por via oral.

[0036] También se proporciona en este documento los métodos para inhibir o
retardar la formacion de biopeliculas o la colonizacion sobre una superficie, el
método comprende poner en contacto una superficie con una cantidad efectiva de
un antibiético aminoglucosido y una cantidad efectiva de uno o mas compuestos
que estimulan la PMF, en el que el uno o0 mas compuestos que estimulan la PMF
son cada uno un metabolito o compuesto de una via metabdlica seleccionado del
grupo que consiste de: el ciclo del acido tricarboxilico (TCA), la [3-oxidacion, el
ciclo de la urea, el catabolismo de aminoacidos, el catabolismo de los lipidos, y

combinaciones de los mismos.

[0037] En una implementacién de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el antibiético aminoglucosido es la estreptomicina,

gentamicina, kanamicina A, o tobramicina.

[0038] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el antibidtico aminoglucésido es la neomicina B, neomicina C,
framicetina, paromomicina, ribostamicina, amikacina, arbekacina, bekanamicina
(kanamicina B), dibekacina, espectinomicina, higromicina B, paromomicina sulfato,
netilmicina, sisomicina, isepamicina, verdamicina, astromicina, neamina,

ribostamicina, paromomicina o lividomicina.
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[0039] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el metabolito o compuesto del ciclo TCA es acetato, citrato,
isocitrato, a-cetoglutarato, succinato, fumarato, malato, oxalacetato, analogos o

derivados de los mismos, o cualquier combinacion en estos.

[0040] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el metabolito o compuesto de la 3-oxidacion es propionato, y

analogos o derivados del mismo.

[0041] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el metabolito o compuesto del ciclo de la urea es

arginosuccinato, o analogos o derivados del mismo.

[0042] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el metabolito o compuesto del catabolismo de los aminoacidos
es alanina, cisteina, serina, valina, treonina, isoleucina, metionina, aspartato,
tirosina, fenilalanina, analogos o derivados de los mismos, o cualquier

combinacioéon de los mismos.

[0043] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento. el metabolito o compuesto del catabolismo de los aminoacidos
es alanina, cisteina, serina, valina, treonina, isoleucina, metionina, aspartato,
tirosina, fenilalanina, arginina, lisina, glutamato, glutamina, asparagina, glicina,
triptéfano, leucina, histidina, y prolina, analogos o derivados de los mismos o

cualquier combinacién de los mismos.

10
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[0044] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el metabolito o compuesto del catabolismo de lipidos es el
acido metilmaldnico, acido propidnico, acido acetoacético, hidroxibutirato,

analogos o derivados de los mismos, o cualquier combinacion de los mismos.

[0045] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el antibidtico aminoglucésido es tobramicina y el al menos un

compuesto que estimula la PMF es fumarato.

[0046] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el antibidtico aminoglucésido es tobramicina y el al menos un
compuesto que estimula la PMF es succinato, citrato, oxaloacetato, ribosa,

arabinosa, gluconato, o propionato.

[0047] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el biopelicula comprende uno o mas organismos Gram
positivos o Gram negativos. En otras implementaciones de este método y todos
los métodos descritos en este documento, la infeccidn bacteriana comprende uno

0 mas bacterias atipicas, tal como micoplasma, clamidia o Mycobacteria.

[0048] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, la superficie es una superficie de un dispositivo médico

interno.

[0049] En otro aspecto también se proporciona en este documento una
composicién farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente efectiva
de un antibidtico aminoglucésido en combinacibn con una cantidad

terapéuticamente efectiva de al menos un metabolito o compuesto de una via

11
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metabdlica seleccionada del grupo constituido por: el ciclo del acido tricarboxilico
(TCA), la [-oxidacion, el ciclo de la urea, el catabolismo de aminoacidos, el

catabolismo de los lipidos y sus combinaciones.

[0050] En una implementacién de esta composicion y métodos de uso de la
misma, el antibiético aminoglucésido es tobramicina y el metabolito o compuesto

de la via metabdlica es fumarato.

[0051] En otra forma de implementacion de las composiciones descritas en
este documento y los métodos de uso de los mismos, el antibidtico
aminoglucosido es tobramicina y el al menos un metabolito o compuesto de la via
metabdlica es succinato, citrato, oxaloacetato, ribosa, arabinosa, gluconato, o

propionato.

Definiciones

[0052] Por conveniencia, ciertos términos empleados en este documento, en la
especificacidon, ejemplos y reivindicaciones adjuntas se recogen aqui. A menos
que se indique lo contrario, o este implicito por el contexto, los siguientes términos
y frases incluyen los significados indicados a continuaciéon. A menos que se
indique expresamente lo contrario, o sea aparente a partir del contexto, los
términos y frases a continuacién no excluyen el significado que el término o frase
ha adquirido en el arte al cual pertenece. Las definiciones se proporcionan para
ayudar en la descripcion de implementaciones particulares, y no estan destinadas
a limitar la invencion reivindicada, porque el alcance de la invencion esta limitado
solamente por las reivindicaciones. A menos que se defina lo contrario, todos los

términos técnicos y cientificos usados en este documento tienen el mismo

12
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significado que se entiende comunmente por un versado de ordinario versado en

el arte al que pertenece esta invencion.

[0053] Tal como se utilizan aqui, los términos "que comprende" o "comprende"
se usan en referencia a las composiciones, métodos y componente(s)
respectivo(s) de los mismos, que son esenciales para la invencion, pero abierto a

la inclusién de elementos no especificados, ya sean esenciales o0 no.

[0054] Tal como se utiliza en este documento, el término "que consiste
esencialmente de" se refiere a aquellos elementos requeridos para una
implementacion dada. El término permite la presencia de elementos adicionales
que no afectan materialmente las caracteristicas basicas y novedosas o

funcionales de esta implementacion de la invencion.

[0055] El término "que consiste de" se refiere a composiciones, métodos y
componentes respectivos de los mismos como descritos en este documento , que
son exclusivos de cualquier elemento no citado en esa descripcidon de la

implementacion.

[0056] Tal como se utiliza en esta descripcion y las reivindicaciones adjuntas,
las formas singulares "un”, "una" y "el" incluyen referencias plurales a menos que
el contexto indique claramente lo contrario. Asi ejemplo, las referencias a "el
método" incluyen uno o mas métodos, y/o etapas del tipo descrito en este
documento y/o que seran evidentes para los versados en el arte al leer esta

descripcion y asi sucesivamente.

[0057] Aparte de los ejemplos operativos, o donde se indique lo contrario,

todos los numeros que expresan cantidades de ingredientes o condiciones de

13
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reaccion usadas en este documento deben entenderse como modificados en
todos los casos por el término "aproximadamente". El término "aproximadamente”,

cuando se usa en relacion con los porcentajes puede significar = 1%.

[0058] A menos que se defina lo contrario en este documento, los términos
cientificos y técnicos utilizados en relacion con la presente solicitud tendran los
significados que se entienden comunmente por los versados en el arte al que
pertenece esta descripcion. Se debe entender que esta invencion no se limita a la
metodologia particular, protocolos, y reactivos, etc., descritos en este documento y
como tal puede variar. La terminologia usada en este documento es para el
propésito de describir solamente implementaciones particulares, y no pretende
limitar el alcance de la presente invencion, que se define uUnicamente por las
reivindicaciones. Las definiciones de términos comunes en inmunologia y biologia
molecular se pueden encontrar en el Merck Manual of Diagnosis and Therapy,
18th Edition, published by Merck Research Laboratories, 2006 (ISBN 0-911910-
18-2); Robert S. Porter et al (eds.), The Encyclopedia of Molecular Biology,
published by Blackwell Science Ltd., 1994 (ISBN 0-632-02182-9); y Robert A.
Meyers (ed.), Molecular Biology and Biotechnology: A Comprehensive Desk
Reference, published by VCH Publishers, Inc., 1995 (ISBN 1-56081-569-8);
Luttmann Werner Immunology, published by Elsevier, 2006. Las definiciones de
términos comunes en biologia molecular se encuentran en Benjamin Lewin, Los
genes IX, publicado por Jones & Bartlett Publishing, 2007 (ISBN-13:
9780763740634); Kendrew et al. (Eds.), The Encyclopedia of Molecular Biology,
publicado por Blackwell Science Ltd., 1994 (ISBN 0-632-02182-9); y Robert A.
Meyers (Ed), Maniatis et al, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., U.S.A. (1982); Sambrook et
al, Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2 ed.), Cold Spring Harbor Laboratory

Press, Cold Spring Harbor, N.Y., U.S.A. (1989); Davis et al, Basic Methods in

14
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Molecular Biology, Elsevier Science Publishing, Inc., Nueva York, U.S.A. (1986); o
Methods in Enzymology: Guide to Molecular Cloning Techniques Vol.152, S. L.
Berger y A. R. Kimmerl Eds, Academic Press Inc., San Diego, U.S.A. (1987);
Current Protocols in Molecular Biology (CPMB) (Fred M. Ausubcl, et al. Ed., John
Wiley and Sons, Inc.), Current Protocols in Protein Science (CPPS) (John E.
coligan, et. al. ed., John Wiley y Sons, Inc.) y Current Protocols in Immunology
(CPI) (John Coligan, et, al., ed. John Wiley and Sons, Inc.), que se incorporan en

el presente por referencia en su totalidad.

[0059] Se entiende que la siguiente descripcion detallada y los ejemplos
siguientes son ilustrativos solamente y no se deben tomar como limitaciones del
alcance de la invencién. Los diversos cambios y modificaciones a las
implementaciones descritas, que seran evidentes para los versados en el arte, se
pueden hacer sin apartarse del espiritu y alcance de la presente invencion.
Ademas, todas las patentes, solicitudes de patentes, y publicaciones identificadas
se incorporan expresamente aqui como referencia con el proposito de describir y
revelar, por ejemplo, las metodologias descritas en dichas publicaciones que
podrian ser utilizadas en conexion con la presente invencion. Estas publicaciones
se proporcionan uUnicamente para su descripcion antes de la fecha de
presentacion de la presente solicitud. Nada en este sentido se debe interpretar
como una admision que los inventores no tienen derecho a anteceder a dicha
divulgacién, en virtud de la invencion previa o por cualquier otra razén. Todas las
declaraciones relativas a la fecha o representacion en cuanto al contenido de
estos documentos se basan en la informacién disponible para las solicitantes y no
constituyen admision alguna sobre la exactitud de las fechas o contenidos de

estos documentos.
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BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0060] Las Figs. 1A-1B muestran los datos que indican que diversas fuentes
de carbono permiten la mortandad de P. aeruginosa persistentes por tobramicina.
La P. aeruginosa persistentes se seleccionaron por seleccion quinolona. Las
persistentes luego se sometieron a diversas fuentes de carbono de la via de
Entner-Doudoroff, via de la fosfato pentosa y el ciclo del acido tricarboxilico, asi
como también la molécula puente entre la [-oxidacion y el ciclo TCA (e.g,
propionato). La FIG. 1A muestra la supervivencia de las persistentes a las 4 horas
de incubacion en presencia de la fuente de carbono y tobramicina. La FIG. 1B
muestra el porcentaje en el tiempo de persistentes después del tratamiento con

fumarato y diferentes clases de antibidticos.

[0061] Las Figs. 2A-2B muestran los datos que indican que el fumarato
permite la mortandad de P. aeruginosa en fase estacionaria por tobramicina. La
FIG. 2A muestra la potenciacion de la tobramicina con dosis crecientes de
fumarato. La concentracion de la tobramicina de 40mg/L es una concentracion
sérica maxima tipica lograda por administracién i.v. La FIG. 2B muestra las dosis
crecientes de la tobramicina que alcanzaron la mortandad mas alta cuando se

administra con fumarato.

[0062] Las figuras. 3A-3F demuestran la potenciacion a base de metabolitos
de los aminoglucosidos en células en fase estacionaria de la P. aeruginosa. La
FIG. 3A muestra que la seleccibn de los compuestos del metabolismo
intermediario se hizo para evaluar la potenciaciéon de la tobramicina (TBR),
incluyendo la glicolisis, la via de Pentosa, el ciclo del acido tricarboxilico, que
comprende la derivacion del glioxilato y los compuestos fuera de él, asi como un

enlace con la 3-oxidacion. La FIG. 3B muestra la supervivencia en CFU por ml
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para las células no tratadas (sin AB) y las células tratadas con tobramicina (TBR)
en una concentracion de 40 [mg/l], sin fuente de carbono (CTRL), o ribosa (RIB),
arabinosa (ARA), fructosa (FRU), manitol (MAN), glucosa (GLC), gluconato (GLN),
piruvato (PRV), acetato (ACE), oxaloacetato (OXA), citrato (CIT), glioxilato (GLX),
alfa-cetoglutarato (aKG), succinato (SUC), fumarato (FUM), y propionato (PRP),
mpentse en fase estacionaria, las concentraciones de fuentes de carbono fueron
emparejados para tener 60 mM de carbono. La FIG. 3C muestra los efectos de
fumarato (FMR) y glioxilato (GLX) que fueron comparados sin fuente de carbono
con una dosis mas alta de tobramicina (320 [mg/l]). La FIG. 3D muestra la cinética
de potenciacion de la tobramicina por fumarato (FMR) en comparacion a la
tobramicina sola, el fumarato solo o sin tratamiento. La FIG. 3E muestras las
curvas de respuesta a la dosis de las células persistentes sin antibiético o con
dosis fijas de la tobramicina (TBR) a una concentracién de [40mg/L] se graficaron
para dosis crecientes de fumarato (FMR) en comparacién con solo fumarato. La
FIG. 3F muestra la respuesta dependiente de la dosis a la tobramicina en

presencia o ausencia de fumarato.

[0063] Las figuras. 4A-4E demuestran la potenciacion a base de metabolito
de aminoglucésidos en P. aeruginosa persistentes. La FIG. 4A muestra el
establecimiento de persistencia por seleccion de la ciprofloxacina; las condiciones
incluyen, sin tratamiento (linea de color negro, @), 5 mg/l™, 10 mg/I (a), 20 mg/| (W
, 40 mg/l (® de ciprofloxacina. La Fig. 4B muestra un panel de metabolitos que
también se ensayo para la potenciacion de la tobramicina (TBR) en una
concentracion de [40 mg/l], sin fuente de carbono (CTRL), o ribosa (RLB),
arabinosa (ARA), fructosa (FRU), manitol (MAN), glucosa (GLC), gluconato (GLN),
piruvato (PRV), acetato (ACE), oxaloacetato (OXA), citrato (CIT), glioxilato (GLX),
alfa-cetoglutarato (aKG), succinato (SUC), fumarato (FUM), y propionato (PRP).

Las concentraciones de las fuentes de carbono fueron emparejadas para tener 60
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mM de carbono. La FIG. 4C muestra la cinética de la potenciacion de la
tobramicina por fumarato (FMR) en comparaciéon a la tobramicina. La FIG. 4D
muestra las curvas de respuesta a la dosis de las células persistentes sin
antibidtico o con dosis fijas de la tobramicina (TBR) a una concentracién de [40
mg/L] graficadas para dosis crecientes de fumarato (FMR) en comparacion con
solo fumarato. La FIG. 4E muestra la respuesta dependiente de la dosis a la

tobramicina en presencia o ausencia de fumarato.

[0064] Las FIG. 5A-5E demuestran la potenciacién en contextos clinicos
relevantes. Las Figs. 5A-5B Muestran las curvas de mortandad para células en
fase estacionaria de pacientes CF derivadas de cepas no mucoides tratadas con
dosis crecientes de la tobramicina y sin fuentes de carbono (CTRL), el fumarato
(FMR) o piruvato (PRV). La FIG. 5C muestra las mismas curvas de mortandad con
un paciente CF derivada de cepas no mucoides. La FIG. 5D muestra las mismas
curvas de mortandad con una cepa derivada de pacientes CF con un alto perfil de
resistencia a los antibioticos. La FIG. 5E muestra la mortandad antibiotica de
biopeliculas con tobramicina (TBR) sin fuente de carbono adicional (CTRL) o

fumarato (FMR).

[0065] Las figuras. 6A-6D demuestran la potenciacion de las fuentes de
carbono que provocan aumento en la absorcion de la tobramicina a través de la
acumulacion PMF. La FIG. 6A muestra las medidas con base en la citometria de
flujo de la tobramicina etiquetada con fluorescencia en células PAO1, tratadas
respectivamente, con fumarato (FMR), piruvato (PRV), glioxilato (GLX) o sin
tratamiento (CTRL). La FIG. 6B muestra la medicion de la tasa de consumo de
oxigeno (OCR) de las células PAO1 tratadas respectivamente con fumarato
(FMR), piruvato (PRV), glioxilato (GLX) o sin tratamiento (CTRL). La FIG. 6C

muestra la evaluacion de la criometria de flujo de la absorcion de la tobramicina en
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ausencia o presencia de un inhibidor de PMF (NaN3). La FIG. 6D muestra la
evaluacion mediante el ensayo de supervivencia del impacto de varios inhibidores
de PMF en la letalidad de la tobramicina en fase estacionaria tratada con fuentes

de carbono.

DESCRIPCION DETALLADA

[0066] Las composiciones, enfoques y métodos descritos en el presente
documento proporcionan métodos econdmicos y eficientes para mejorar el
tratamiento de las infecciones cronicas y reducir, retrasar o inhibir la formacion de
biopeliculas. Estos métodos novedosos se adaptan facilmente a los entornos
clinicos puesto que la toxicidad y la eficacia de los antibidticos y metabolitos
utilizados ya han sido estudiados in vivo, y puesto que ya han sido establecidas
las dosificaciones tanto para los antibidticos y metabolitos. Estos enfoques y
meétodos terapéuticos también son utiles con productos quimicos no metabdlicos
que inducen la fuerza proton-motriz en bacterias. Ademas, los enfoques y métodos
descritos en este documento de induccion de la fuerza proton-motriz se pueden
utilizar para potenciar otras clases de antibiéticos que también requieren fuerza

proton-motriz para la captacion.

[0067] Hay algunos métodos para eliminar las bacterias persistentes. El campo
antimicrobiano se centra principalmente en el desarrollo de nuevos antibidticos,
que es lento y costoso, ya que requiere el descubrimiento de nuevos compuestos
con propiedades antibacterianas y posteriores experimentos in vivo de toxicidad y
eficacia para los antibioticos candidatos. Los enfoques y métodos descritos en
este documento mejoran los antibioticos existentes, a través de comprender el
mecanismo de su actividad, y el desarrollo de adyuvantes que estimulan la PMF o

variantes de estos, tal como, por ejemplo, acetato, citrato, isocitrato, a-
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cetoglutarato, succinato, fumarato, malato, oxalacetato, alanina, cisteina, serina,
valina, treonina, isoleucina, metionina, aspartato, tirosina, fenilalanina,
arginosuccinato, acido metilmalénico, acido propiénico, acido acetoacético,

hidroxibutirato, que inducen la fuerza protéon-motriz.

[0068] En consecuencia, el presente documento proporciona combinaciones
novedosas de los aminoglucosidos y adyuvantes que estimulan la fuerza protén-
motriz para uso en las composiciones y métodos terapéuticos, como el tratamiento
por via intravenosa y topica de infecciones cronicas, incluyendo, por ejemplo, la
formacion de biopeliculas durante o después de las intervenciones quirurgicas.
Ademas de tales usos terapéuticos, las combinaciones de los aminoglucdsidos y
los adyuvantes que estimulan la PMF descritos en este documento son utiles para
composiciones y métodos de la eliminacion y la reduccion de biopeliculas y
bacterias persistentes en lugares sin tratamiento, tal como, por ejemplo,

superficies contaminadas de bacterias, bacterias en fase planctonica y liquidos.

Aminoglucésidos y compuestos que estimulan la fuerza proton-motriz

[0069] En algunos aspectos este documento proporciona, composiciones, tal
como composiciones terapéuticas, que comprende una cantidad efectiva de un
antibiotico aminoglucésido y una cantidad efectiva de uno o mas compuestos que

estimulan la PMF o adyuvantes que estimulan la fuerza proton-motriz.

[0070] Tal como se utiliza en este documento, el término "antibidtico
aminoglucosido” se refiere a cualquier farmaco de origen natural, o un derivado
semi-sintético o sintético, que comprende un anillo de aminociclitol altamente
conservados (anillo IlI), que es una estructura central que esta unida a varios

restos de azucar amino-modificados, que tiene actividad antibiotica, segun se
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define el término en este documento. La capacidad de inhibir o reducir el
crecimiento de, o mortandad de, uno 0 mas microorganismos se denomina aqui
como "actividad antibiética”. El anillo aminociclitol esta compuesto principalmente
de 2-deoxiestreptamina (2-DOS) y tiene funcionalidad 1,3-diamino y tres o cuatro
grupos hidroxilo que proporcionan puntos de anclaje para los restos de
aminoazucar. Los aminoglucdsidos se pueden dividir en 3 subclases dependiendo
del patron de sustitucién: 4 monosustituidos, o 4,5- o 4,6- disustituidos. Los
aminoglucosidos en cada subclase muestran una estrecha semejanza estructural.
Los aminoglucdsidos tienen varios mecanismos de actividad antibidtica,
incluyendo, pero no limitado a, la inhibicion de la sintesis de proteinas; la
interferencia con los procesos de correccidn durante la traduccién, y causan un
aumento en la tasa de error en la sintesis con la terminacidén prematura; inhiben la
translocaciéon ribosomal cuando el peptidil-tRNA se mueve del sitio-A al sitio-P;
rompen la integridad de la membrana celular bacteriana; y/o se unen a la

subunidad 30S ribosomal bacteriana.

[0071] Los aminoglucdsidos tiene actividad antibidtica contra las infecciones
que implican, bacterias aerdbicas Gram-negativas, tal como, por ejemplo,
Pseudomonas, Acinetobacter, y Enterobacter. Ademas, algunas micobacterias,
incluyendo las bacterias que causan la tuberculosis, son susceptibles a los
aminoglucosidos. Los aminoglucésidos también son utiles para el tratamiento
empirico de las infecciones graves, como, por ejemplo, la septicemia, infecciones
intra-abdorninales, infecciones del tracto urinario, e infecciones del tracto
respiratorio, incluyendo las infecciones de las vias respiratorias nosocomiales. Las
infecciones causadas por bacterias Gram-positivas y bacterias atipicas (e.g.,
micoplasma, clamidia y micobacterias) también se pueden tratar con
aminoglucdsidos, en algunas implementaciones de las composiciones y métodos

descritos en este documento. Los ejemplos no limitantes de los aminoglucosidos
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utiles en las composiciones y meétodos descritos en el presente documento
incluyen estreptomicina, gentamicina, kanamicina A, tobramicina, neomicina B,
neomicina C, framicetina, paromomicina, ribostamicina, amikacina, arbekacina,
bekanamicina (kanamicina B), dibekacina, espectinomicina, higromicina B, sulfato
de paromomicina, netilmicina, sisomicina, isepamicina, verdamicina, astromicina,
neamina, ribostamicina, paromomicina, lividomicina, y derivados de los mismos de
cada uno de estos antibiéticos aminoglucésidos, incluyendo derivados sintéticos y
semi-sintéticos. Las estructuras quimicas de las tres clases representativas de los
antibioticos aminoglucésidos ejemplares y sus sitios de sustitucion para uso en los
métodos y composiciones descritos en este documento se proporcionan a
continuacion. Tal como se entiende por un versado en el arte, cualquier
compuestos o derivado que tenga variaciones de las estructuras quimicas
proporcionadas mas adelante, y que tengan actividad antibiotica, son adecuados
para uso en las implementaciones de los métodos y composiciones
proporcionados en este documento (ver, por ejemplo, "Aminoglycosides: Molecular
Insights on the Recognition of RNA and aminoglycoside Mimics, "Chittapragada M.
et al, Perspectives in Medicinal Chemistry, 2009: 3 21-37, los contenidos de los

cuales se incorporan aqui por referencia en su totalidad).
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[0072] Por consiguiente, en algunas implementaciones de las composiciones y
métodos descritos en este documento, el antibidtico aminoglucésido es la
estreptomicina. La estreptomicina es un inhibidor de la sintesis de proteinas, y se
une a la subunidad pequefia 16S rRNA de la subunidad 30S del ribosoma
bacteriano, interfiriendo con la unién del formil-metionil-tRNA a la subunidad 30S.
Esto conduce a la mala interpretacion de codones, la eventual inhibicion de la
sintesis de proteinas y en Uultima instancia, la mortandad de las células
microbianas a través de mecanismos que todavia no se entienden. La
estreptomicina es un antibiético que inhibe las bacterias Gram-positivas y Gram-

negativas, y por lo tanto es un antibiético de amplio espectro util. Las infecciones
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cronicas a modo de ejemplo que pueden ser tratadas utilizando las composiciones
y métodos descritos en este documento que comprende la estreptomicina como el
antibidtico aminoglucdsido incluyen, pero no se limitan a, la endocarditis infecciosa
causada por Enterococcus cuando el organismo no es sensible a gentamicina,
tuberculosis en combinaciéon con otros farmacos anti-TB, y la peste (Yersinia
pestis). La estreptomicina también es util en las composiciones y métodos
descritos en este documento para uso en aplicaciones de medicina veterinaria,
como en los tratamientos contra las bacterias Gram-negativas en animales de
gran tamano (e.g, caballos, vacas, ovejas, etc.). La estreptomicina también se
puede utilizar, en algunas implementaciones de las composiciones y métodos
descritos en este documento, como un pesticida, para combatir el crecimiento de
bacterias, hongos y algas. La estreptomicina inhibe/reduce las enfermedades
bacterianas y fungicas de determinadas frutas, verduras, semillas y cultivos
ornamentales, e inhibe/reduce las algas en estanques ornamentales y acuarios,
asi como también inhibe/reduce el fuego bacteriano en arboles de manzanas y

peras.

[0073] En algunas implementaciones de las composiciones y métodos
descritos en este documento, el antibiético aminoglucésido es la kanamicina o la
kanamicina A. La kanamicina interactua con la subunidad 30S de los ribosomas
procariotas. La kanamicina A induce cantidades sustanciales de error de
traduccién e indirectamente inhibe la translocacion durante la sintesis de
proteinas. La kanamicina A esta disponible en formas orales, intravenosas, e
intramusculares; se pueden administrar a través de la formulacién de aerosol o de
riego, y se puede utilizar para tratar una amplia variedad de infecciones; y se

utiliza en forma del sulfato.
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[0074] En algunas implementaciones de las composiciones y métodos
descritos en este documento, el antibidtico aminoglucésido es la gentamicina. La
gentamicina es un antibiotico aminoglucésido, utilizado para tratar muchos tipos de
infecciones bacterianas, especialmente las causadas por organismos Gram-
negativos. La gentamicina es un antibiotico bactericida que funciona, en parte, por
unién a la subunidad 30S del ribosoma bacteriano, interrumpiendo la sintesis de
proteinas. Al igual que otros aminoglucésidos, cuando la gentamicina se
administra por via oral, no es activa sistémicamente. Esto se debe a que no se
absorbe de una manera apreciable desde el intestino delgado. La gentamicina se
puede administrar por via intravenosa, por via intramuscular o por via tépica para
tratar infecciones, en diferentes implementaciones de los métodos vy
composiciones descritos en este documento. Parece ser eliminada por completo
sin cambios en la orina. La gentamicina es uno de los pocos antibidticos
termoestables que permanecen activas incluso después de la esterilizacion en
autoclave, lo que hace que sea particularmente util en la preparacion de algunos
medios de crecimiento microbiologico. Se puede utilizar, por ejemplo, durante la
cirugia ortopédica cuando se requieren altas temperaturas para el establecimiento
de cementos (e.g, protesis de cadera). La gentamicina es activa contra una amplia
gama de infecciones bacterianas humanas, incluyendo la mayoria de las bacterias
Gram-negativas, por ejemplo, Pseudomonas, Proteus, Serratia, y las especies de
Staphylococcus Gram-positivos. La gentamicina también es util contra Yersinia
pestis, sus parientes, y Francisella tularensis (el organismo responsable de la

tularemia visto a menudo en los cazadores y/o tramperos).

[0075] En algunas implementaciones de las composiciones y métodos
descritos en este documento, el antibidtico aminoglucdsido es tobramicina. La
tobramicina es un antibiético aminoglucdésido con actividad contra bacterias Gram-

positivas y Gram-negativas. La tobramicina actua inhibiendo la sintesis de
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proteinas en las células bacterianas. Se ha demostrado que la tobramicina es
activa contra la mayoria de las cepas de los siguientes organismos tanto in vitro
como en infecciones clinicas: microorganismos Gram-positivo aerdbicos y
facultativos, incluyendo, por ejemplo, Staphylococcus aureus; microorganismos
Gram negativos aerobicos y facultativos, incluyendo, por ejemplo, Citrobacter sp.,
Enterobacter sp., Escherichia coli, Klebsiella sp., Morganella morgan i,
Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Providencia sp., y

Serratia sp.

[0076] En algunas implementaciones de las composiciones y métodos
descritos en este documento, el antibidético aminoglucésido es netilmicina. La
netilmicina no se absorbe en el intestino y por lo tanto se puede administrar por
inyeccion o infusién. Se puede utilizar en el tratamiento de infecciones graves en

particular las resistentes a la gentamicina.

[0077] En algunas implementaciones de las composiciones y métodos
descritos en este documento, el antibidtico aminoglucosido es Sisomicina
(BACTOCEAZE o ENSAMYCIN), aislado de especies de caldo de fermentacién de
una del género Micromonospora, Es un nuevo aminoglucésido de amplio espectro,
la mayoria estructuralmente relacionado con la gentamicina. La sisomicina es un
aminoglucosido predeciblemente activo contra bacterias Gram-positivas. Al igual
que otros aminoglucdsidos, la sisomicina es bactericida para los aislados clinicos
sensibles. Las Concentraciones Bactericida Minimas (MBC) para la Sisomicina se
ha encontrado que son equivalentes o muy cercanas a las Concentraciones
Inhibitorias Minimas (MIC). La mayoria de los aislados clinicos de Pseudomonas

aeruginosa siguen siendo susceptibles a la sisomicina.
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[0078] En algunas implementaciones de las composiciones y métodos
descritos en este documento, el antibiético aminoglucésido es arbekacina, un
antibidtico aminoglucésido semisintético. Se utiliza principalmente para el
tratamiento de infecciones causadas por bacterias multirresistentes, incluyendo el
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA). La Arbekacina fue
originalmente sintetizada a partir de la dibecacina en 1973. Se ha registrado y
comercializado en Japon desde 1990 bajo el nombre comercial HABEKACIN. Las
versiones genéricas del farmaco también estan disponibles bajo nombres
comerciales tal como DECONTASIN y BLUBATOSINE. La Arbekacina se utiliza
para el tratamiento a corto plazo de las infecciones bacterianas multi-resistentes,
tal como, por ejemplo, Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA),
asi como las bacterias entéricas y otras eubacterias. La Arbekacina funciona
mediante la unién a la subunidad ribosémica 30S bacterianas, provocando la mala
interpretacion del t-RNA lo cual, en consecuencia, deja a la bacteria incapaz de
sintetizar proteinas vitales para su crecimiento. Especificamente, la arbekacina se
une a cuatro nucleétidos de 16S rRNA y un solo aminoacido de la proteina S12.
Esto interfiere con el sitio de decodificacion en el entorno del nucleétido 1400 en
16S rRNA de la subunidad 30S. Esta region interactua con la base oscilante en el
anticodon de tRNA. Esto conduce a la mala interpretacion del mRNA por lo tanto
se insertan los aminoacidos incorrectos en el polipéptido que conduce a los
péptidos no funcionales o téxicos y la ruptura de los polisomas en monosomas no
funcionales. La Arbekacina, como otros aminoglucésidos, no se absorbe bien en el
tracto gastrointestinal. Su absorcion se mejora notablemente por la administracion
parenteral. La duracion normal de la terapia con el antibiético aminoglucdsido
arbekacina IM o IV es de 7-10 dias, aunque algunas veces puede ser necesaria

una duracién mayor.
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[0079] En algunas implementaciones de las composiciones y métodos
descritos en este documento, el antibiético aminoglucésido es la amicacina, un
antibidtico aminoglucésido utilizado para tratar diferentes tipos de infecciones
bacterianas. La Amikacina funciona mediante la unién a la subunidad ribosémica
30S bacterianas, provocando lectura errébnea del mRNA y dejando a la bacteria
incapaz de sintetizar proteinas vitales para su crecimiento. La amikacina se utiliza
a menudo para las bacterias Gram-negativas tal como Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter, y Enterobacter, incluyendo, por ejemplo, el tratamiento de
infecciones graves, adquiridas en el hospital con resistencia a multiples farmacos
de Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter y Enterobacter. También se incluyen
en el espectro la Serratia marcescens y la Providencia stuartii. La Amikacina
también se puede utilizar para tratar las infecciones de micobacterias no
tuberculosas y la tuberculosis, cuando los farmacos de primera linea no pueden
controlar la infeccién. La amikacina se puede combinar, en algunas formas de
implementacion, con un antibiético de beta-lactama para el tratamiento empirico
de las personas con neutropenia y fiebre. En algunas implementaciones de los
métodos y composiciones descritos en este documento, la amikacina puede
combinarse o administrarse con fosfomicina (también conocido como fosfomicina,
fosfonomicina y los nombres comerciales Monurol y MONURIL), para el
tratamiento de ciertas infecciones, tal como, por ejemplo, infecciéon del tracto

urinario.

[0080] En algunas implementaciones de las composiciones y métodos
descritos en este documento, el antibidtico aminoglucdsido es neomicina. La
neomicina se utiliza mayoritariamente como una preparacidén topica, tal como
NEOSPORIN. También puede, en algunas implementaciones, administrarse por
via oral. La neomicina no se absorbe desde el tracto gastrointestinal y se ha

utilizado como una medida preventiva para la encefalopatia hepatica e
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hipercolesterolemia. La mortandad bacteriana en el tracto intestinal, mantiene los
niveles de amoniaco bajos y evita la encefalopatia hepatica, especialmente antes
de la cirugia Gl. También se ha utilizado para tratar la proliferacion bacteriana del
intestino delgado. Similar a otros aminoglucésidos, la neomicina tiene una
excelente actividad frente a bacterias Gram-negativas, y tiene actividad parcial
contra las bacterias Gram-positivas. No se administra por via intravenosa, puesto
que la neomicina es extremadamente nefrotdoxica (provoca dafo renal),
especialmente en comparacidn con otros aminoglucésidos. La excepcion es
cuando se incluye la neomicina, en cantidades muy pequefas, como conservante

en algunas vacunas - tipicamente 0.025 mg por dosis.

[0081] En algunas implementaciones de las composiciones y métodos
descritos en este documento, el antibiético aminoglucésido es framicetina. La
Framicetina se vende comunmente como SOFRAMYCINA y SOFRA-TULLE.
También existe en productos veterinarios, como framicetina sulf. Al igual que la
neomicina, la framicetina tiene mala absorcion sistémica. Se puede utilizar en las
preparaciones topicas para las infecciones de la piel, nariz, oidos y los ojos, por
ejemplo, en combinacion con otros farmacos antibacterianos y corticosteroides, en
algunas implementaciones. También se puede utilizar para las infecciones

gastrointestinales, en algunas implementaciones.

[0082] En algunas implementaciones de las composiciones y métodos
descritos en este documento, el antibiético aminoglucosido es paromomicina
(nombre de marca HUMATIN), primer aislado de Streptomyces krestomuceticus
en la década de 1950. También se le llama monomicina y aminosidina. La
paromomicina es un antibiético disefiado para combatir las infecciones intestinales

tal como la criptosporidiosis, la amebiasis, y leishmaniasis. La via de
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administracion de la paromomicina puede ser la inyeccion intramuscular y la

capsula, en algunas implementaciones.

[0083] En este documento se proporcionan, en algunas implementaciones,
combinaciones de antibidticos aminoglucdsidos y otros antibidticos para la
potenciacion de uno o mas compuestos que estimulan la PMF. Tal como se usa
en este documento, el término "antibiético" se refiere a cualquier compuesto
conocido por un versado en el arte que inhibira o reducira el crecimiento de, o la
mortandad a, uno 0 mas microorganismos, incluyendo especies bacterianas y
especies de hongos. Muchos compuestos antibacterianos son relativamente
pequefias moléculas con un peso molecular de menos de 2000 unidades de masa
atomica. El término "antibidtico” incluye modificaciones semi-sintéticas de diversos
compuestos naturales, tal como, por ejemplo, los antibidticos beta-lactamicos, que
incluyen penicilinas (producidas por hongos del género Penicillium), las
cefalosporinas, las monobactamas, y los carbapenems. En consecuencia, el
término "antibidtico" incluye, pero no se limita a, aminoglucosidos (e.g,
gentamicina, estreptomicina, kanamicina), R-lactamas (e.g., penicilinas,
cefalosporinas, monobactams, y carbapenems), vancomicinas, bacitracinas,
macrdlidos (e.g, eritromicina), lincosamidas (e.g, clindomicina), cloranfenicoles,
tetraciclinas, anfotericinas, cefazolinas, clindamicinas, mupirocinas, sulfonamidas y
trimetoprim, rifampicinas, metronidazoles, quinolonas, novobiocinas, polimixinas,
gramicidinas, o cualquier sal o variantes de los mismos. El antibiético utilizado en
adicién al antibiotico aminoglucésido en las diversas implementaciones de las
composiciones terapéuticas y métodos descritos en el presente documento

dependera del tipo de infeccidn bacteriana.

[0084] Como se ha demostrado en este documento, los inventores han

descubierto que los compuestos que estimulan la fuerza proton-motriz, tal como
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altas concentraciones locales (e.g, al menos 5 mM o mayor, al menos 6 mM o
mayor, al menos 7 mM o mayor, al menos 8 mM o mayor, al menos 9 mM o
mayor; al menos 10 mM o mayor, al menos 11 mM o mayor, al menos 12 mM o
mayor, al menos 13 mM o mayor, al menos 14 mM o mayor; al menos 15 mM o
mayor, al menos 16 mM o mayor, al menos 17 mM o mayor, al menos 18 mM o
mayor, al menos 19 mM o mayor; al menos 20 mM o mayor, al menos 25 mM o
mayor, al menos 50 mM o mayor, al menos 60 mM o mayor, al menos 100 mM o
mayor, al menos, 500 mM o mayor, 0 mas, o todos los rangos o cantidades
intermedias) de determinados metabolitos, inesperadamente mejora la eficacia de
los antibidticos aminoglucdsidos conocidos, proporcionando de este modo una
combinacion novedosa de las mismas composiciones y métodos para el
tratamiento de infecciones bacterianas crénicas o persistentes. Los métodos y
composiciones descritos en este documento se formulan para asegurar que una
cantidad efectiva de un compuesto que estimula la fuerza proton-motriz (PMF)
alcance el sitio de la infeccion, superando asi, por ejemplo, las cantidades
disminuidas significativamente conocidas de la glucosa en la sangre que
normalmente se encuentran en el sitio de una infeccion. De acuerdo con ello, las
composiciones y métodos descritos en la presente invencion comprenden una
cantidad efectiva de uno o mas compuestos que estimulan la fuerza proton-motriz

(PMF) o adyuvantes, en adicion al antibiotico aminoglucdsido.

[0085] Las frases "compuesto que estimula la fuerza protén-motriz (PMF)",
"adyuvante que estimula la fuerza proton-motriz (PMF)" o "adyuvante que estimula
la fuerza proton-motriz (PMF)", como se usa en este documento, se refieren a un
agente o compuesto, que incluye un metabolito, que causa o facilita un aumento
cualitativo o cuantitativo en o estimula gradientes de protones utilizados para
generar energia potencial quimiosmaotica en células conocida como una "fuerza

protdn-motriz”, donde se utiliza la energia potencial para la sintesis de ATP por la
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fosforilacidon oxidativa. Sin desear estar limitado por la teoria, mediante el aumento
de la fuerza protdn-motriz en bacterias persistentes, los inventores han
descubierto que esto aumenta o potencia la absorcion de antibibticos
aminoglucosidos y la mortandad de las bacterias a través del catabolismo de las

fuentes de carbono y aumento de la oxidacién de NADH.

[0086] De acuerdo con ello, un compuesto o adyuvante que estimula la fuerza
protén-motriz (PMF) puede aumentar o estimular la PMF en una célula, tal como
una célula bacteriana, por aproximadamente al menos 10% o mas, al menos 20%
o mas, al menos 30% o mas, al menos 40% o mas, al menos 50% o mas, al
menos 60% o mas, al menos 70% o mas, al menos 80% o mas, al menos 90 % o
mas, al menos 95% o mas, al menos 100%, al menos 2 veces mayor, al menos 5
veces mayor, al menos 10 veces mayor, al menos 25 veces mayor, al menos 50
veces mayor, al menos 100 veces mayor, al menos 1000 veces mayor y todas las
cantidades en el medio, en comparacion con un nivel PMF de referencia o control
en ausencia del compuesto que estimula la fuerza proton-motriz (PMF), o en
presencia del antibidtico aminoglucésido solo. Los métodos y ensayos para
identificar tales compuestos que estimulan la PMF se pueden basar en cualquier
método conocido para un versado en el arte, se encuentran en todo el documento,
en los dibujos, y en la seccién de Ejemplos, tal como los ensayos de potenciacion

de metabolitos descritos en las Figuras 1A-1B y 2A-2B, por ejemplo.

[0087] Tal como se utiliza en este documento, el término "adyuvante" se refiere
a un agente que mejora el efecto farmacéutico de otro agente, tal como un
antibidtico aminoglucoésido. Los compuestos que estimulan la PMF como se
describen en este documento funcionan como adyuvantes de los antibidticos
aminoglucosidos, mediante el mejoramiento del efecto de los antibidticos

aminoglucosidos por aproximadamente al menos 10% o mas, al menos 20% o
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mas, al menos 30% o mas, al menos 40 % o mas, al menos 50% o mas, al menos
60% o mas, al menos 70% o mas, al menos 80% o mas, al menos 90% o mas, al
menos 95% o mas, al menos 100%, al menos 2 veces mayor, al menos 5 veces
mayor, al menos 10 veces mayor, al menos 25 veces mayor, al menos 50 veces
mayor, al menos 100 veces mayor, al menos 1000 veces mayor y todas las
cantidades en el medio, en comparacion con el uso del antibiético aminoglucésido

solo.

[0088] Los términos "agente" y "compuestos que estimula la PMF" se usan
indistintamente en este documento y se refieren a cualquier compuesto o
sustancia tal como, pero no limitados a, una molécula pequena, acido nucleico, un
aminoacido, un metabolito o analogo de la misma, polipéptido, péptido, farmaco,
ion. etc. Un "agente" puede ser cualquier producto quimico, entidad, o resto,
incluyendo, sin limitacidén entidades proteinaceas y no proteinaceas, sintéticas y de
origen natural. En algunas implementaciones, un agente es un acido nucleico, un
analogo de acido nucleico, una proteina, un anticuerpo, un péptido, un aptamero,
un oligédmero de acidos nucleicos, un aminoacido, o un carbohidrato, e incluye, sin
limitacion, proteinas, oligonucledtidos, ribozimas, enzimasDNA, glicoproteinas,
siRNAs, lipoproteinas, aptameros, y modificaciones y combinaciones de los
mismos, etc. En ciertas implementaciones, como descritos en este documento, los
agentes son metabolitos. Los compuestos pueden ser conocidos por tener una
actividad y/o propiedad deseada, por ejemplo, potenciar la actividad
aminoglucosida, o pueden ser seleccionados de una biblioteca de diversos
compuestos, el uso de métodos de deteccion conocido por alguien de ordinario

versado en el arte.

[0089] Tal como se utiliza en este documento, el término "molécula pequeha”

se refiere a un agente quimico que puede incluir, pero no se limita a, un péptido,
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un peptidomimetico, un aminoacido, un analogo de aminoacido, un polinucleétido,
un analogo de polinucleétido, un aptdmero, un nucleétido, un analogo de
nucledtido, un compuesto organico o inorganico (e.g, incluyendo compuestos
heteroorganicos y organometalicos) que tienen un peso molecular inferior a
aproximadamente 10.000 gramos por mol, compuestos organicos o inorganicos
que tienen un peso molecular inferior a aproximadamente 5.000 gramos por mol,
compuestos organicos o inorganicos que tienen un peso molecular inferior a
aproximadamente 1.000 gramos por mol, compuestos organicos o inorganicos que
tienen un peso molecular menor de aproximadamente 500 gramos por mol, y

sales, ésteres y otras formas farmacéuticamente aceptables de tales compuestos.

[0090] Por consiguiente, en algunas implementaciones de las composiciones y
métodos descritos en este documento, el compuesto que estimulan la fuerza
protén-motriz (PMF) es un metabolito intermedio o un estimulo metabdlico, tal
como, por ejemplo, un compuesto o una de sus variantes asociadas al ciclo del
acido tricarboxilico (TCA), la via R-oxidativa, la via catabdlica de aminoacidos, el
ciclo de la urea, y las vias de catabolismo de los lipidos. Los metabolitos
adicionales que se pueden utilizar en combinacién con un compuesto que estimula
la fuerza protén-motriz (PMF) en algunas implementaciones de las composiciones
y métodos descritos en este documento incluyen, pero no se limitan a, azucares y
sus analogos, tal como, glucosa, manitol, y fructosa, y analogos de los mismos.
Por ejemplo, estos pueden ser utilizados en combinacion con los metabolitos, tal
como acetato, citrato, isocitrato, a-cetoglutarato, succinato, fumarato, malato y
oxaloacetato. En algunas formas de implementacion, los metabolitos para uso
como compuesto que estimulan la fuerza proton-motriz (PMF) en las
composiciones y métodos descritos en este documento incluyen, pero no se
limitan a, alanina, cisteina, serina, valina, treonina, isoleucina, metionina,

aspartato, tirosina, fenilalanina, arginosuccinato, acido metilmaldnico, acido
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propionico, acido acetoacético, hidroxibutirato, y analogos o derivados de los

mismos.

[0091] En algunas implementaciones de los métodos y composiciones
descritos en este documento, la concentracion efectiva de un compuesto que
estimulan la fuerza proton-motriz (PMF) que se usa (e.g, la concentracién local
logrado por la administracién) es al menos 2,5 mM, al menos 5 mM o mayor, al
menos 6 mM o mayor, al menos 7 mM o mayor, al menos 8 mM o mayor, al
menos 9 mM o mayor; al menos 10 mM o mayor, al menos 11 mM o mayor, al
menos 12 mM o mayor, al menos 13 mM o mayor, al menos 14 mM o mayor; al
menos 15 mM o mayor, al menos 16 mM o mayor, al menos 17 mM o mayor, al
menos 18 mM o mayor, al menos 19 mM o mayor; al menos 20 mM o mayor, al
menos 25 mM o mayor, al menos 40 mM o mayor, al menos 50 mM o mayor, al
menos 60 mM o mayor, al menos 70 mM o mayor, al menos 80 mM o mayor, al
menos 90 mM o mayor, al menos 100 mM o mayor, al menos 500 mM o mayor, o
mas, o todos los rangos o cantidades intermedias. En algunas implementaciones,
las concentraciones citadas a lo largo de la descripcion del documento son
concentraciones locales (e.g., en el sitio de la infeccion) y no la dosis de un
compuesto que estimula la PMF a administrar. Como un versado en el arte
apreciara, la dosis que se debe administrar con el fin de alcanzar tales
concentraciones locales del metabolito dependera de la via de administracion, el
tamano del individuo, etc. La determinacion de una dosis a administrar a un sujeto

es bien conocida dentro de las habilidades de un versado en el arte.

[0092] En algunas implementaciones, las concentraciones de metabolitos y
estimulos metabdlicos para ser entregados como se ha indicado anteriormente
son aun mas normalizadas por el numero de moléculas de carbono que entran en

el ciclo TCA. En un ejemplo, la cantidad de moléculas de carbono que entran en el
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ciclo de TCA se normaliza a 60 mM de carbono. Para este ejemplo, el metabolito
isoleucina, que contiene 6 moléculas de carbono, se administra a una
concentracion de aproximadamente 10 mM. Como otro ejemplo, el metabolito
acido metilmaldnico, que contiene 4 moléculas de carbono, se administra a una
concentracion de aproximadamente 15 mM. Una persona versada en el arte
puede calcular facilmente la concentracion normalizada a administrar con base en

el numero de moléculas de carbono en el metabolito a administrar.

[0093] Los analogos de glucosa que se pueden usar en algunas
implementaciones de los métodos y composiciones descritos en este documento
son conocidos en el arte e incluyen, pero no se limitan a, derivados de glucosa, tal
como D - (+) - 2-desoxiglucosa, D - (+) - 2-amino-2-desoxi-glucosa o N-acetil D -
(+) - 2-amino-2-desoxiglucosa; derivados de D-manosa y manosa; D-glucosa y
derivados de D-glucosa, incluyendo, pero no limitado a D-3-amino-3-desoxi-
glucosa y D-2-amino-2-desoxi-glucosa; y D-galactosa y derivados de galactosa
incluyendo, pero no limitado a D-2-desoxi-D-galagtosa, D-4-amino-4-desoxi-
galactosa y D-2-amino-2-desoxi-galactosa. La glucosa o restos de glucosa por lo
tanto, se pueden diferenciar de la D-glucosa o un derivado tal como 2-DG y 2-
glucosanina que es un epimero de la misma. Ademas, la glucosa o el resto
analogo de la glucosa puede ser un derivado fluorado de cualquiera de los
compuestos anteriores. Por otra parte, el oxigeno en el anillo de cualquiera de los
compuestos anteriores puede estar sustituido con un is6stero seleccionado del
grupo que consiste de S, sulfona, y los similares. Por ejemplo, el analogo de la
glucosa puede ser 5-tio D-glucosa o un derivado del mismo. El término "analogo
de la glucosa" incluye también los derivados de glucosa, incluyendo, pero no
limitado a, derivados que tienen grupos acilo (C1-C12) o grupos alquilo (C1-C12)

unidos via grupos --O-- o -NH- a las posiciones 3- y 4- moléculas de glucosa.
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Ademas, el derivado de glucosa puede tener un efector de solubilidad o de

particidn o componente unido en las posiciones 1-, 3- 0 4-.

[0094] El tipo de infeccion bacteriana que se esta tratando se puede utilizar
para determinar, en algunas implementaciones, que combinacién particular de
antibidtico aminoglucésido y uno o mas compuestos que estimulan la PMF a ser
dada o administrada a un sujeto, utilizando los métodos y composiciones descritos
en este documento. Por ejemplo, en algunas formas de implementacién de las
composiciones y métodos descritos en el presente documento, el antibidtico
aminoglucdsido es la gentamicina y el compuesto que estimula la fuerza proton-
motriz (PMF) es manitol. En algunas implementaciones de las composiciones y
métodos descritos en este documento, el antibiético aminoglucésido es
tobramicina y el compuesto que estimula la fuerza proton-motriz (PMF) es
fumarato. En algunas implementaciones de las composiciones y métodos
descritos en este documento, cuando el antibiético aminoglucésido es tobramicina,
por ejemplo, el compuesto que estimula la fuerza proton-motriz (PMF) es
succinato, citrato, oxaloacetato, piruvato, glucosa, fructosa, manitol, ribosa,
arabinosa, gluconato o propionato. En otra implementacion, un compuesto o
metabolito que estimula la fuerza proton-motriz (PMF) se puede utilizar en
combinacion con al menos un compuesto adicional que estimula la PMF para

potenciar el efecto de un antibiético aminoglucésido.

[0095] En algunas implementaciones, los metabolitos 0 compuestos utilizados
con los métodos descritos en este documento son metabolitos o compuestos
dentro de la via del acido tricarboxilico en si misma, o son metabolitos o
compuestos (e.g, fuentes de carbono) de otras vias metabdlicas que se alimentan

en el ciclo del acido tricarboxilico (e.g. 3-oxidacion de los acidos grasos, el ciclo de
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la urea, etc.). Los términos "ciclo del acido tricarboxilico”, “ciclo TCA”, "El ciclo del

acido citrico" y "el ciclo de Krebs" se usan indistintamente en este documento.

[0096] En algunas implementaciones, una combinacién de metabolitos o
compuestos que se administran entran en los diferentes niveles del ciclo del acido
tricarboxilico. Por ejemplo, la glucosa (o piruvato o acetato) se pueden combinar

con fumarato (o aspartato o tirosina o fenilalanina).

Infecciones crénicas o persistentes y métodos de tratamiento o inhibicién de

estas.

[0097] Como se ha demostrado en este documento, la administracion de una
cantidad efectiva de un antibiético aminoglucésido y una cantidad efectiva de uno
0 mas compuestos que estimulan la PMF se pueden utilizar en métodos de
tratamiento de infecciones bacterianas crénicas o persistentes. Las infecciones en
las cuales las bacterias son o bien de crecimiento lento, persistentes o en
biopelicula plantean un serio reto clinico para la terapia ya que las células en estos
estados exhiben tolerancia a la actividad de los agentes antimicrobianos, tal como
antibidticos. La Osteomielitis, endocarditis infecciosa, heridas crénicas, infecciones
relacionadas con dispositivos en la vivienda, infecciones resultantes de
gquemaduras de segundo y tercer grado, y las infecciones bacterianas secundarias
a complicaciones de afecciones respiratorias o de las mucosas, tal como las
derivadas de la fibrosis quistica, sinusitis e infecciones virales, son ejemplos no
limitantes de infecciones que albergan células bacterianas persistentes. Debido a
que la mayoria de los agentes antimicrobianos ejercen una actividad maxima
contra las células que se dividen rapidamente, las terapias antimicrobianas para
estas infecciones no son O6ptimas, lo que requiere tiempos de tratamientos

prolongados, dosis altas de antibidticos y algunas veces tdxicas, y que

38



WO 2015031765 PCT/US2014/053425

demuestran tasas de fracaso mas altas. Sin desear estar limitado por la teoria, los
nuevos métodos y composiciones descritos en este documento, que se combinan
con una cantidad efectiva de un antibiético aminoglucésido y una cantidad efectiva
de uno o mas compuestos que estimulan la PMF, permite mayor eficacia de los
antibidticos aminoglucosidos conocidos, mediante la mejora de su absorcion a
través de la estimulacion PMF en células bacterianas, tal como células

persistentes.

[0098] Por consiguiente, en algunos aspectos, los métodos proporcionados en
este documento para el tratamiento de una infeccidon bacteriana cronica o
persistente, los métodos que comprenden administrar a un sujeto que tiene o esta
en riesgo de una infeccion bacteriana cronica o persistente una cantidad efectiva
de un antibiético aminoglucésido y una cantidad efectiva de al menos un
compuesto que estimula la fuerza proton-motriz (PMF) como un adyuvante. Los
métodos descritos en este documento pueden, en algunos aspectos y formas de
implementacion, ser utilizados para inhibir, retrasar la formacién de, tratar y/o
prevenir o proporcionar tratamiento profilactico de las infecciones crénicas e
infecciones por bacterias persistentes, incluyendo infecciones bacterianas
causadas por el crecimiento lento, en fase estacionaria o bacterias que forman

biopelicula en animales, incluyendo seres humanos.

[0099] En algunos aspectos, los métodos proporcionados en este documento
para inhibir una infeccion bacteriana cronica o persistente, los métodos que
comprenden administrar a un paciente que tiene o esta en riesgo de una infeccion
bacteriana crénica o persistente una cantidad efectiva de un antibidtico
aminoglucdsido y una cantidad efectiva de al menos un compuesto que estimula la

fuerza protén-motriz (PMF) como un adyuvante.
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[00100] En algunos aspectos, los métodos proporcionados en este documento
para prevenir una infeccion bacteriana crénica o persistente, los métodos que
comprenden administrar a un paciente que tiene o esta en riesgo de una infeccion
bacteriana crénica o persistente una cantidad efectiva de un antibidtico
aminoglucosido y una cantidad efectiva de al menos un compuesto que estimula la

fuerza protén-motriz (PMF) como un adyuvante.

[00101] En algunos aspectos, los métodos proporcionados en este documento
para tratar un sujeto que tiene una infeccion causada por células bacterianas
persistentes, los métodos que comprenden administrar a un paciente que tiene
una infeccion causada por células bacterianas persistentes una cantidad efectiva
de un antibiético aminoglucésido y una cantidad efectiva de al menos un

compuesto que estimula la fuerza proton-motriz (PMF) como un adyuvante.

[00102] En algunos aspectos, los métodos proporcionados en este documento
para tratar una infeccion bacteriana cronica o persistente, que comprende:
administrar a un paciente que tiene una infeccion bacteriana cronica o persistente
y someter a tratamiento con un antibiético aminoglucésido, una cantidad efectiva
de al menos un compuesto que estimula la fuerza proton-motriz como un

adyuvante.

[00103] Los términos "célula persistente" o "células bacterianas persistentes” se
utilizan indistintamente en este documento y se refieren a una subpoblaciéon de
microorganismos metabolicamente latente, tipicamente bacterias, que no son
sensibles a los agentes antimicrobianos tal como antibidticos. Las persistencias
normalmente no son sensibles, i.e., no se mueren o inhiben por los antibidticos, ya

que tienen, por ejemplo, no letalmente reguladas corriente abajo las vias en las
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que los antibidticos actuan. Las persistentes pueden desarrollarse en

concentraciones no letales (o sub-letales) del antibidtico.

[00104] En algunas formas de implementacion de estos métodos y todos los
métodos descritos en este documento, el antibiético aminoglucésido se selecciona
de estreptomicina, gentamicina, kanamicina A, neomicina B, neomicina C,
framicetina, paromomicina, ribostamicina, amikacina, arbekacina, bekanamicina
(kanamicina B), dibekacina., tobramicina, espectinomicina, higromicina B, sulfato
de paromomicina, netilmicina, sisomicina, isepamicina, verdamicina, astromicina,
neamina, ribostamicina, paromomicina, y lividomicina. En algunas
implementaciones de estos métodos y todos los métodos descritos en este
documento, el antibidtico aminoglucosido se selecciona de estreptomicina,
gentamicina y kanamicina A. En algunas implementaciones de estos métodos vy
todos los métodos descritos en este documento, el antibiético aminoglucésido es

la tobramicina.

[00105] En algunas implementaciones de estos métodos y todos los métodos
descritos en este documento, el compuesto que estimula la fuerza proton-motriz
(PMF) es un metabolito o un estimulo metabdlico, tal como, por ejemplo, un
compuesto que entra o es un metabolito en el ciclo de los acidos tricarboxilicos
(TCA), la via B-oxidativa, el ciclo de la urea, el ciclo catabdlico de aminoacidos, o
en una via catabdlica de los lipidos, o una variante de las mismas. En algunas
implementaciones de estos métodos y todos los métodos descritos en este
documento, el compuesto que estimula la fuerza proton-motriz (PMF) se
selecciona de acetato, citrato, isocitrato, a-cetoglutarato, succinato, fumarato,
malato, y oxaloacetato. En algunas implementaciones, los metabolitos para uso
como compuestos que estimulan la fuerza proton-motriz (PMF) en las

composiciones y métodos descritos en este documento incluyen, pero no se
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limitan a, alanina, cisteina, serina, valina, treonina, isoleucina, metionina,
aspartato, tirosina, fenilalanina, arginosuccinato, acido metilmalénico, &cido
propionico, acido acetoacético, hidroxibutirato y analogos o derivados de los
mismos. En algunas implementaciones de estos métodos y todos los métodos
descritos en este documento, el compuesto que estimula la fuerza proton-motriz

(PMF) es propionato.

[00106] Tal como se usa en este documento. los términos "inhibir", "disminuir",
"reducir", "que inhibe" e "inhibicion" tienen sus significados normales y habituales
para significar generalmente una disminucion en una cantidad estadisticamente
significativa, e incluyen inhibir el crecimiento o la divisién celular de una
persistencia, crecimiento lento, fase estacionaria que causa una infeccién cronica,
y/o bacterias de biopeliculas, asi como la mortandad de tales bacterias. Tal
inhibicidon es una inhibicidn de aproximadamente 1% a aproximadamente 100%
del crecimiento de las bacterias frente al crecimiento de bacterias en ausencia de
la cantidad efectiva del antibiético aminoglucésido y la cantidad efectiva de uno o
mas compuestos que estimulan la PMF. Preferiblemente, la inhibicion es una
inhibicion de aproximadamente al menos 10%, al menos 20%, al menos 30%, al
menos 40%, al menos 50%, al menos 60%, al menos 70%, al menos 80%, al
menos 90%, al menos 95%, al menos 98%, al menos 99%, hasta incluyendo
100%, del crecimiento o la supervivencia de las bacterias en comparacién con un
nivel de referencia o control en ausencia de la cantidad efectiva del antibidtico

aminoglucodsido y la cantidad efectiva de uno 0 mas compuestos que estimulan la

PMF.

[00107] Los términos "sujeto" e "individuo" se usan indistintamente en este

documento, y se refieren a un animal, por ejemplo un humano, receptores del

antibidtico aminoglucosido y el uno o mas compuestos que estimulan la PMF, tal
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como, por ejemplo, tobramicina y fumarato. Para el tratamiento de los estados de
enfermedad que son especificos para un animal especifico, tal como un sujeto
humano, el término "sujeto" se refiere a ese animal especifico. Los términos
"animales no humanos" y "mamiferos no humanos” se utilizan indistintamente en
este documento, e incluyen mamiferos tal como ratas, ratones, conejos, ovejas,
gatos, perros, vacas, cerdos y primates no humanos. El término "sujeto" también
puede abarcar cualquier vertebrado incluyendo, pero no limitado a, mamiferos,

reptiles, anfibios y peces.

[00108] Tal como se usa en este documento, los términos "tratar", "tratamiento”,
"que trata" o "de mejoramiento del" se refieren a los tratamientos terapéuticos, en
el que el objeto es revertir, aliviar, mejorar, inhibir, retardar o detener la progresion
o la gravedad de una condicion asociada con, una enfermedad o trastorno, tal
como una infeccion cronica, e incluyen uno o mas de: mejorar un sintoma de una
infeccién crénica o persistente, crecimiento lento, infeccion bacteriana en fase
estacionaria o biopeliculas en un sujeto; el bloqueo o la mejora de la repeticion de
un sintoma de una infeccion cronica o persistente, crecimiento lento, infecciéon
bacteriana en fase estacionaria de biopeliculas en un sujeto; la disminucion de la
gravedad y/o frecuencia de un sintoma de una infeccidn cronica o persistente,
crecimiento lento, infeccidn bacteriana en fase estacionaria de biopeliculas en un
sujeto; y el estancamiento, disminucién o inhibicidn del crecimiento de una
infeccién crénica o persistente, crecimiento lento, infeccion bacteriana en fase
estacionaria de biopeliculas en un sujeto. El tratamiento significa mejorar,
bloqueando, reduciendo, disminuyendo o inhibiendo por aproximadamente 1% a
aproximadamente 100% en comparacion con un sujeto que esta siendo tratado
con un antibiético aminoglucésido pero en ausencia de una cantidad efectiva de
uno o mas compuestos que estimulan la PMF. Preferiblemente, la mejora,

bloqueo, reduccién, disminucidn o inhibicion es aproximadamente al menos 5%, al
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menos 10%, al menos 20%, al menos 30%, al menos 40%, al menos 50%, al
menos 60%, al menos 70%, al menos 80%, al menos 90%, al menos 95%, al
menos 98%, al menos 99%, hasta e incluyendo el 100% frente a un sujeto que
estd siendo tratado con un antibiético aminoglucdsido, pero en ausencia de
tratamiento con una cantidad efectiva de uno o mas compuestos que estimulan la
PMF. EI tratamiento es generalmente considerado "efectivo" si uno o mas
sintomas o marcadores clinicos se reducen. Alternativamente, el tratamiento es
"efectivo” si la progresion de una enfermedad se reduce o detiene. Es decir, el
"tratamiento” incluye no solamente la mejora de los sintomas o marcadores, sino
también un cese de al menos ralentizacién del progreso o empeoramiento de los
sintomas que se esperarian en ausencia de tratamiento. Los resultados clinicos
beneficiosos o deseados incluyen, pero no se limitan a, el alivio de uno o mas de
los sintomas, disminucion del grado de la enfermedad, estado estabilizado de la
enfermedad (i.e., no empeoramiento), retraso o ralentizacion de la progresion de la
enfermedad, mejora o paliacion del estado de la enfermedad, y la remision (ya sea
parcial o total), ya sea detectable o indetectable. El término "tratamiento" de una
enfermedad incluye también el alivio de los sintomas o efectos secundarios de la

enfermedad (incluyendo el tratamiento paliativo).

[00109] Tal como se utiliza en este documento, la frase "aliviar un sintoma de
una infeccién persistente o crénica" es mejorar cualquier condicibn o sintoma
asociado con la infeccidén persistente. Alternativamente, el alivio de un sintoma de
una infeccién persistente puede implicar la reduccion de la relleno microbiana
infecciosa (tal como bacteriana) en el sujeto en relacion con tal relleno en un
control no tratado. Cuando se compara con un control equivalente sin tratar, dicha
reduccion o grado de prevencion es al menos 5%, al menos 10%, al menos 20%,
al menos 40%, al menos 50%, al menos 60%, al menos 80%, al menos 90%, al

menos 95%, o 100%, medido mediante cualquier técnica estandar.
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Deseablemente, la persistencia de la infeccion es completamente curada cuando
se detecta por cualquier método estandar conocido en el arte, en cuyo caso se
considera que la infeccion persistente ha sido tratada. Un paciente que esta
siendo tratado por una infeccion persistente es aquel que un médico ha
diagnosticado que tiene tal condicién. El diagndstico puede ser por cualquier
medio adecuado. El diagnéstico y el seguimiento pueden implicar, por ejemplo,
detectar el nivel de la relleno microbiana en una muestra bioldgica (por ejemplo,
una biopsia de tejido, andlisis de sangre, o de orina), detectar el nivel de un
marcador sustituto de la infeccion microbiana en una muestra biologica, los
sintomas de deteccidén asociados con infecciones persistentes, o la deteccién de
células inmunes implicadas en la respuesta inmune tipica de infecciones
persistentes (por ejemplo, la deteccion de antigeno especifico de células T, o sus

productos, por ejemplo, produccion de anticuerpos).

[00110] Tal como se utiliza en este documento, los términos "prevenir" vy
"prevencion” tienen sus significados normales y habituales, e incluyen uno o mas
de: prevenir la infeccion crénica o la colonizacion de una bacteria persistente en
fase estacioanria, de crecimiento lento o biopelicula en un sujeto, o sobre una
superficie 0 en un material poroso; prevenir un incremento en el crecimiento de
una poblaciéon de una bacteria persistente en fase estacioanria, de crecimiento
lento o biopelicula en un sujeto, o sobre una superficie o en un material poroso;
prevenir el desarrollo de una enfermedad causada por una bacteria persistente, de
crecimiento lento, en fase estacionaria o biopelicula en un sujeto; y prevenir los
sintomas de una infeccion cronica o enfermedad causada por una bacteria
persistente en fase estacioanria, de crecimiento lento o biopelicula en un sujeto.
Tal como se usa en este documento, la prevencidon tiene una duracion de al
menos aproximadamente 0,5 dias, un dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias, 7

dias, 10 dias, 12 dias, 15 dias, 20 dias, 25 dias, 30 dias, 35 dias, 40 dias o mas

45



WO 2015031765 PCT/US2014/053425

dias después de la administracion o aplicacion de la cantidad efectiva del
antibidtico aminoglucosido y la cantidad efectiva de uno o mas compuestos

estimulantes de la PMF, como los descritos en este documento.

[00111] En algunas implementaciones de los métodos de tratamiento de
infecciones bacterianas crénicas o persistentes o la inhibicién del crecimiento de
bacterias persistentes que se describen en este documento, el sujeto o superficie
se puede administrar o poner en contacto con un segundo antibiético al mismo
tiempo o junto con la cantidad efectiva del antibiético aminoglucdsido y la cantidad
efectiva de uno o mas compuestos que estimulan la PMF. los segundos
antibidticos adecuados incluyen, por ejemplo, linezolida, dapromicina,
aminoglucdsidos (e.g, gentamicina, estreptomicina, kanamicina), Bp-lactamas (e.g,
penicilinas, carbapenemas, monobactemas, y cefalosporinas), vancomicinas,
bacitracinas, macrolidos (e.g, eritromicinas), lincosamidas (e.g, clindamicina),
cloramfenicoles, tetraciclinas, amfotericinas, cefazolinas, clindamicinas,
mupirocinas, sulfonamidas y trimetoprim, rifampicinas, metronidazoles, quinolonas,

novobiocinas, polimixinas, gramicidinas, o cualquier sal o variantes de los mismos.

[00112] En algunos aspectos e implementaciones de los métodos de inhibicion,
el retraso de la formacién, tratamiento, profilaxis y prevencién de una bacteria
persistente, de crecimiento lento, en fase estacionaria o de biopelicula descritos
en este documento, los métodos se pueden utilizar para conseguir un efecto
sistémico y/o local contra las bacterias relevantes, poco antes o después de un
tratamiento meédico invasivo, como la cirugia o la insercion de un dispositivo
médico interno (e.g, el reemplazo de articulaciones (cadera, rodilla, hombro, etc.)).
El tratamiento puede continuarse después del tratamiento médico invasivo, tal
como después de la operacion o durante el tiempo que el dispositivo esta en el

cuerpo.
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[00113] En consecuencia, en algunos aspectos proporcionados en este
documento son procedimientos para inhibir o prevenir la formacion o la
colonizacion de una bacteria persistente, de crecimiento lento, en fase
estacionaria o de biopelicula en un sujeto antes, durante, o después de un
tratamiento médico invasivo, que comprende administrar a un sujeto antes,
durante y/o después de un tratamiento médico invasivo una cantidad efectiva de
un antibiético aminoglucésido y una cantidad efectiva de al menos un compuesto

que estimula la fuerza protéon-motriz (PMF) como un adyuvante.

[00114] En algunas de tales implementaciones, el antibiético aminoglucésido y
al menos un compuesto que estimula la fuerza proton-motriz (PMF) puede
administrarse una vez, dos veces, tres veces 0 mas, a partir de 1 dia, 2 dias, 3
dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias, 7 dias o mas, hasta 10 horas, 9 horas, 8 horas, 7
horas, 6 horas, 5 horas, 4 horas, 3 horas, 2 horas, o 1 hora o inmediatamente
antes de la cirugia para permitir una presencia sistémica o local del antibiético
aminoglucésido y al menos un compuesto que estimula la fuerza protdn-motriz
(PMF). La composicion farmacéutica o antibidtico aminoglucosido pueden, en
algunas implementaciones, se administra después del tratamiento meédico invasivo
para un periodo de tiempo, tal como 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias o 6 dias, 1
semana, 2 semanas, 3 semanas o mas, o durante todo el tiempo en el que el

dispositivo esta presente en el cuerpo del sujeto.

[00115] Tal como se utiliza en este documento, el término "quincenal" se refiere
a una frecuencia de cada 13-15 dias, el término "mensual" se refiere una
frecuencia de cada 28-31 dias y "bimensual" se refiere una frecuencia de cada 58-

62 dias.
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[00116] En algunas implementaciones de los métodos descritos en este
documento, la superficie de un dispositivo en la vivienda esta recubierta por una
solucién, tal como a través de bafo o pulverizacién, que contiene una
concentracion de aproximadamente 10 yg/ml a aproximadamente 500 mg/ml del
antibidtico aminoglucésido y al menos un compuesto que estimula la fuerza
protdon-motriz  (PMF) descritos en este documento. En implementaciones
particulares, los rangos mas especificos de las concentraciones del antibidtico
aminoglucdsido y al menos un compuesto que estimula la fuerza protdén-motriz
(PMF) se pueden utilizar, incluyendo: aproximadamente 10 ug/ml a
aproximadamente 1 mg/ml, aproximadamente 1 mg/ml a aproximadamente 100
mg/ml, aproximadamente 10 mg/ml a aproximadamente 500 mg/ml,
aproximadamente 50 mg/ml a aproximadamente 200 mg/ml, aproximadamente 10
mg/ml a aproximadamente 100 mg/ml, aproximadamente 100 mg/ml a
aproximadamente 500 mg/ml. En algunas implementaciones, las concentraciones
especificas del antibiético aminoglucdésido y al menos un compuesto que estimula
la fuerza proton-motriz (PMF) se pueden utilizar, incluyendo: aproximadamente 10
gg/ml,  aproximadamente 50  pg/ml,  aproximadamente 100  pg/ml,
aproximadamente 250 ug/ml, aproximadamente 500 ug/ml, aproximadamente 750
pg/ml, aproximadamente 1 mg/ml, aproximadamente 5 mg/ml, aproximadamente
10 mg/ml, aproximadamente 15 mg/ml, aproximadamente 20 mg/ml,
aproximadamente 25 mg/ml, aproximadamente 30 mg/ml, aproximadamente 40
mg/ml,  aproximadamente 50 mg/ml, aproximadamente 75 mg/mli,
aproximadamente 100 mg/ml, aproximadamente 250 mg/ml, aproximadamente
500 mg/ml, aproximadamente 600 mg/ml, aproximadamente 750 mg/ml, vy
aproximadamente 900 mg/ml. En algunas implementaciones, las concentraciones
citadas anteriormente y en toda la especificacion son concentraciones locales (e.g,
en el sitio de la infeccidn) y no la dosis de un compuesto que estimula la PMF para

ser administrados. Como un versado en el arte apreciara, la dosis que se debe
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administrar con el fin de alcanzar tales concentraciones locales del metabolito
dependera de la via de administracion, el tamafo del individuo, etc. La
determinacién de una dosis a administrar a un sujeto estd dentro de las

capacidades de un versado en el arte.

[00117] En algunas implementaciones de los métodos descritos en este
documento, la concentracion del al menos un compuesto que estimula la fuerza
protén-motriz (PMF) es al menos 5 mM o mayor, al menos 6 mM o mayor, al
menos 7 mM o mayor, en menos 8 mM o mayor, al menos 9 mM o mayor; al
menos 10 mM o mayor, al menos 11 mM o mayor, al menos 12 mM o mayor, al
menos 13 mM o mayor, al menos 14 mM o mayor; al menos 15 mM o mayor, al
menos 16 mM o mayor, al menos 17 mM o mayor, al menos 18 mM o mayor, al
menos 19 mM o mayor; al menos 20 mM o mayor, al menos 25 mM o mayor, al
menos 50 mM o mayor, al menos 60 mM o mayor, al menos 100 mM o mayor, al

menos 500 mM o mayor, 0 mas, o todos los rangos o cantidades intermedias.

[00118] En otras formas de implementacion de los métodos descritos en este
documento, la concentracion de fumarato es de al menos 5 mM o mayor, al
menos 6 mM o mayor, al menos 7 mM o mayor, al menos 8 mM o mayor, al
menos 9 mM o mayor; al menos 10 mM o mayor, al menos 11 mM o mayor, al
menos 12 mM o mayor, al menos 13 mM o mayor, al menos 14 mM o mayor; al
menos 15 mM o mayor, al menos 16 mM o mayor, al menos 17 mM o mayor, al
menos 18 mM o mayor, al menos 19 mM o mayor; al menos 20 mM o mayor, al
menos 25 mM o mayor, al menos 50 mM o mayor, al menos 60 mM o mayor, al
menos 100 mM o mayor, al menos 500 mM o mayor, o0 mas, o todos los rangos o
cantidades intermedias. En una implementacion de los métodos descritos en este

documento, la concentracién de fumarato es de aproximadamente 5 mM-25 mM,
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entre 10 mM-20 mM, entre 10 mM-15 mM, o entre 15 mM-20 mM. En algunas

implementaciones, la concentracion de fumarato es 15 mM.

[00119] Cuando se aplica un dispositivo médico interno, la superficie puede
estar recubierta por la solucion que contiene un antibidtico aminoglucésido y al
menos un compuesto que estimulan la fuerza protén-motriz (PMF) antes de su

insercion en el cuerpo.

[00120] En algunas implementaciones de los métodos descritos en el presente
documento, un sujeto se refiere a un sujeto humano que tiene una infeccion
cronica o en mayor riesgo de una infeccién crénica o la formacién de biopelicula.
Un sujeto que tiene una infeccion cronica es un sujeto que tiene células
bacterianas objetivamente medibles presentes en el cuerpo del sujeto. Un sujeto
que tiene aumentado el riesgo de una infeccion cronica incluye sujetos con un
dispositivo médico interno, por ejemplo, o un sujeto que tiene o ha tenido una

intervencion quirurgica.

[00121] En algunas implementaciones de los aspectos descritos en este
documento, los métodos de tratamiento de un sujeto que tiene una infeccion
cronica o esta en mayor riesgo de una infeccién crénica, comprende ademas la
etapa de seleccionar, diagnosticar, o identificar el sujeto que tiene o que esta en
alto riesgo de infeccion cronica o la formacidn de biopelicula. En tales
implementaciones, un sujeto se identifica por tener una infeccion cronica por
determinacién objetiva de la presencia de las células bacterianas en el cuerpo del
sujeto por un versado en el arte. Tales determinaciones objetivas se pueden
realizar a través de un solo uso o un uso combinado de analisis de tejido, analisis

de sangre, analisis de orina, y cultivos de células bacterianas, ademas del
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monitoreo de los sintomas especificos asociados con una infeccion cronica o la

formacion de biopelicula.

[00122] En algunas implementaciones de los métodos descritos en este
documento, el sujeto que tiene o esta en riesgo de una infeccion cronica es un
sujeto inmunosuprimido, tal como, por ejemplo, los pacientes VIH-positivos, que
han desarrollado o estan en riesgo de desarrollar neumonia bien sea por una
infeccion oportunista o por la reactivacion de una infeccion latente o suprimida;
sujetos con fibrosis quistica, enfermedad pulmonar obstructiva cronica, y otras

tales como pacientes inmunosuprimido y/o en instituciones.

[00123] Como se usa en este documento, "infecciones persistentes" se refiere a
aquellas infecciones que, a diferencia de las infecciones agudas, no se eliminan
efectivamente por una respuesta inmune del huésped o mediante la
administracion de antibidticos. Las infecciones persistentes incluyen, por ejemplo,
infecciones latentes, crénicas y lentas. En una "infeccion crénica”, el agente
infeccioso esta presente en el sujeto en todo momento. Sin embargo, los signos y
sintomas de la enfermedad pueden estar presentes o ausentes durante un periodo
prolongado de tiempo, y el agente infeccioso puede tener detectabilidad
intermitente. Los ejemplos no limitantes de la infeccion cronica incluyen una
variedad de infecciones bacterianas, como se describe a continuacion en este
documento, asi como las infecciones bacterianas secundarias resultantes de o
causadas por la infeccibn con otro agente que suprime o debilita el sistema
inmune o que deteriore la eliminacién del moco o secreciones del huésped, tales
como infecciones virales predisponentes agudas o cronicas, tal como, por ejemplo,
hepatitis B (causada por virus de la hepatitis B (HBV)) y la hepatitis C (causadas
por el virus de la hepatitis C (HCV) adenovirus, citomegalovirus, virus de Epstein-

Barr, virus 1 del erpes simple, virus 2 del herpes simple, virus 6 del herpes
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humano, virus influeuza, virus parainflueuza, virus sincitial respiratorio, virus de la
varicela-zoster, virus de la hepatitis B, virus de la hepatitis D, virus de papiloma,
parvovirus B 19, poliomavirus BK, virus de polioma JC, virus del sarampidn, virus
de la rubéola, virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), virus | de la leucemia
de células T humanas, y Virus Il de la leucemia de las células T humanas, asi
como las infecciones bacterianas secundarias resultantes de o causadas por
infeccibn con una infeccion parasitaria persistente, tal como, por ejemplo,
Leishmania, Toxoplasma, Tripanosoma, Plasmodium, Schistosoma vy

encefalitozoon.

[00124] Los ejemplos de bacterias infecciosas incluyen, pero no se limitan a:
Helicobacterpyloris, Borelia burgdorferi, Legionella pneumophilia, micobacterias
MSF (tal como M. tuberculosis, M. avium, M. intracellulare, M. kansaii, M.
gordonae, M. chelonae. y M. abscessus), Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, =~ Neisseria  gonorrhoeae,  Neisseria  meningitidis,  Listeria
monocytogenes, Streptococcus pyogenes (Grupo A estreptococos), Streptococcus
agalactiae (Grupo B estreptococo), Streptococcus viridans (grupo viridans),
Streptococcus faecalis, Streptococcus bovis, Streptococcus anaerobicas
(anaerobicas sp.), Streptococcus pneumoniae, Campylobacter patogénica sp.,
Enterococcus sp. (Como, Enterococcus [aecalisi, Haemophilus influenzae, Bacillus
anthracis, Bacillus cereus, Bifidobacterium bifidum, Corynebacterium diphtheriae,
Corynebacterium sp., Erysipelothrix rhusiopathiae, Clostridium perfringens,
Clostridium tetani, Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae, Pasturella
multocida, Bacteroides sp., Fusobacterium nucleatum, moniliformis Streptobacillus,
Treponema pallidum, Treponema pertenue, Leptospira, Actinomyces israelli,
Lactobacillus spp.; Nocardia spp.; Rhodococcus equi (cocobacilos); Erysipelothrix
rhusiopathiae; Actinomyces spp.; Clostridium botulinum; Clostridium difficile;.

Mobiluncus spp, Peptostreptococcus spp; Moraxella catarrhalis; veillonellas;
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Actinobacillus actinomycetemcomitans; Acinetobacter baumannii; Bordetella
pertussis; Bordetella parapertussis, Bordetella bronchiseptica, Brucella spp.;
Campylobacter spp.; Capnocytophaga spp.; Cardiobacterium hominis; Eikenella
corrodens; Francisella tularensis; Haemophilus ducreyi; Kingella kingae; lis
Klebsiellagranuloma; Citrobacter spp., Enterobacter spp.; Escherichia coli; Proteus
spp.; Salmonella enteritidis; Salmonella typhi; Shigella spp.; Serratia marcescens;
Yersinia enterocolitica; Yersinia pestis; Aeromonas spp.; Plesiomonas shigelloides;
Vibrio cholerae; Vibrio parahaemolyticus; Vibrio vulnificus; Acinetobacter spp.;
Flavobacterium spp.; Pseudomonas aeruginosa; Pseudomonas putida;
Pseudomonas syringae; Pseudomonas fluorescens; Achromobacter xylosoxidans
o Alcaligenes xylosoxidans; Burkholderia cepacia compleja, tal como Burkholderia
pseudomallei, Burkholderia cepacia, B. multivorans, B. cenocepacia. B.
vietnamiensis. B. dolosa; Xanthomonas maltophilia o Stenotrophomonas
maltophila; Bacteroides fragilis;, Bacteroides spp.; Prevotella spp.; Fusobacterium
spp.; Spirillum minus; Borrelia burgdorferi; Borrelia recurrentis; Bartonella
henselae; Chlamydia trachomatis; Chlamydophila pneumoniae; Chlantydophila
psittaci; Coxiella burnetii; Ehrlichia chaffeensis; Anaplasma phagocytophilum;
Legionella spp.; Leptospira spp.; Rickettsia rickeusii; Orientia tsutsugamushi; y
Chromobacterium violaceum, las infecciones micobacterianas que se pueden
tratar utilizando los métodos y composiciones descritos en el presente documento
incluyen, pero no se limitan a, las causadas por: M. abscessus. M. africanum. M.
asiaticum, Mycobacterium avium complex (MAC), M. avium paratuberculosis, M.
abscessus, M. bovis. M. chelonae, M. Fortuitum, M. gordonae. M. haemophilum.
M. intracellulare. M. kansasii, M. lentiflavum, M. leprae, M. liflandii, M. malmoense.
M. marinum, M. microti, M. pH lei. M. pseudoshottsii. M. scrofulaceum, M. shottsii,

M. esmegma tis. M. triplex, M. tuberculosis, M. ulcerans, M. uvium, y M. xenopi.
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[00125] Las composiciones y métodos descritos en este documento que
comprenden antibiéticos aminoglucdsidos y compuestos que estimulan la PMF se
contemplan para uso en el tratamiento de las infecciones crénicas con estas
especies bacterianas. Otros organismos infecciosos (tal como protistas) incluyen:
Plasmodium Falciparum y Toxoplasma gondii. Las composiciones y métodos
descritos en este documento comprenden antibiéticos aminoglucésidos y
compuestos que estimulan la PMF que también se contemplan para uso en el

tratamiento de infecciones con estas especies.

[00126] los Ejemplos de trastornos/enfermedades causadas por infecciones
bacterianas incluyen pero no se limitan a, la neumonia, incluyendo neumonia
recurrente, bronquitis, incluyendo cronica o bronquitis recurrente, meningitis
bacteriana, el colera, la difteria, la tuberculosis, el antrax, el botulismo, la
brucelosis, la campilobacteriosis, el tifus, infecciones del oido, incluyendo
infecciones recurrentes del oido, la gonorrea, la listeriosis, enfermedad de Lyme,
la fiebre reumatica, la tos ferina (tos ferina), la peste, sahnonellosis, escarlatina,
shigelosis, sinusitis, incluyendo sinusitis crdnica, la sifilis, el tétanos, el tracoma,
tularemia, fiebre tifoidea y las infecciones del tracto urinario, incluyendo

infecciones cronicas del tracto urinario.

[00127] En consecuencia, en diversas implementaciones de los métodos y
composiciones y métodos descritos en este documento, el antibidtico
aminoglucosido usado se determina con base en la naturaleza de la infeccion

bacteriana o infeccion cronica del sujeto.

[00128] Por ejemplo, en algunas implementaciones de las composiciones y

métodos descritos en el presente documento, si la infeccion crénica es:

endocarditis infecciosa causada por Enterococcus cuando el organismo no es
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sensible a la gentamicina; tuberculosis en combinacién con otros medicamentos
contra la tuberculosis; y la peste (Yersinia pestis), el antibiético aminoglucésido

administrado es la estreptomicina.

[00129] En algunas implementaciones de las composiciones y métodos
descritos en este documento, el antibidtico aminoglucosido es gentamicina,
cuando la infeccién bacteriana es un organismo Gram-negativas, tal como, por
ejemplo, Pseudomonas, Proteus, Serratia, y cuando la infeccion bacteriana es
Gram-positiva las especies de Staphylococcus, Yersinia pestis, sus parientes, y
Francisella tularensis. En algunas formas de implementacion de las composiciones
y métodos descritos en este documento, el antibidtico aminoglucésido es
gentamicina, cuando la infeccidn cronica se esta tratando o previniendo, por
ejemplo, bacteriemia, endocarditis bacteriana, brucelosis, infecciones asociadas
con quemaduras externas, infecciones asociadas con la fibrosis quistica,
endocarditis, infecciones de las valvulas protésicas debidas a S viridans 'y S bovis,
infecciones de las valvulas nativas debido a los estafilococos, infecciones de la
valvula para prétetisis por estafilococos, valvula nativa o infecciones de la valvula
prostética, debidas a los enterococos resistentes a la penicilina, infecciones
asociadas con la endometritis, infecciones asociadas con neutropenia febril,
infecciones intraabdoroinales, meningitis, infecciones asociadas con la
osteomielitis, infecciones asociadas a la enfermedad inflamatoria pélvica,
infecciones asociadas con peritonitis, infecciones asociadas con la peste, las
infecciones asociadas con la neumonia, infecciones asociadas con pielonefritis,
infecciones asociadas con la piel o tejidos blandos, infecciones asociadas con la

cirugia, y las infecciones asociadas con la tularemia.

[00130] En algunas implementaciones de las composiciones y métodos

descritos en este documento, el antibidético aminoglucésido tobramicina, cuando la
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infeccién bacteriana es por un microorganismo aerobio y facultativos Gram-
positivas, tal como, por ejemplo, Staphylococcus aureus; 0 un microorganismo
aerobico y facultativo Gram-negativas, tal como, por ejemplo, Citrobacter sp.,
Enterobacter sp., Escherichia coli, Klebsiella sp., Morganella morganii,
Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Providencia sp., y
Serratia sp. En algunas implementaciones de las composiciones y métodos
descritos en este documento, el antibidético aminoglucésidos es tobramicina,
cuando la infeccidn cronica que se esta tratando o previniendo es, por ejemplo,
bacteriemia, infecciones asociadas con quemaduras externas, infecciones
asociadas con la fibrosis quistica, endocarditis, infecciones asociadas con
neutropenia febril, infecciones intraabdominales, meningitis, infecciones asociadas
con la osteomielitis, infecciones asociadas con peritonitis, infecciones asociadas
con la neumonia, infecciones asociadas con pielonefritis, sepsis, infecciones
derivadas, infecciones asociadas con la piel o tejidos blandos, e infecciones

asociadas con la tularemia.

[00131] En algunas formas de implementacién de las composiciones y métodos
descritos en este documento, el antibidtico aminoglucosido es Sisomicina
(BACTOCEAZE o ENSAMYCIN), cuando la infeccion bacteriana es causada por

una bacteria Gram-positivos, o Pseudomonas aeruginosa.

[00132] En algunas implementaciones de las composiciones y métodos
descritos en este documento, el antibiético aminogluosido es arbekacina, cuando
la infeccidn cronica es causada por bacterias multi-resistentes, tal como, por
ejemplo, Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA), asi como las

bacterias entéricas y otras eubacterias.
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[00133] En algunas implementaciones de las composiciones y métodos
descritos en este documento, el antibiético aminoglucésido es amikacina, cuando
la infeccidn cronica es causada por bacterias Gram-negativas resistentes a
farmacos multiples, tal como, por ejemplo, Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter, y Enterobacter, asi como, por ejemplo, Serratia marcescens y
Providencia stuartii, y las infecciones por micobacterias no tuberculosas y la
tuberculosis, cuando los farmacos de primera linea no pueden controlar la

infeccion.

[00134] En algunas implementaciones de las composiciones y métodos
descritos en este documento, el antibidético aminoglucésido es la neomicina,
cuando la infeccion es causada por una bacteria Gram-negativa, y, en algunas

implementaciones, una bacteria Gram-positivas.

[00135] En algunas implementaciones de las composiciones y métodos
descritos en este documento, el antibiético aminoglucésido es framicetina, cuando

la infeccion es en piel, nariz, oreja, y/o infeccion ocular.

[00136] En algunas implementaciones de las composiciones y métodos
descritos en este documento, el antibiotico aminoglucdsido es paromomicina,
cuando la infeccidn es una infeccidn intestinal, tal como, por ejemplo, la

criptosporidiosis, la amebiasis, y leishmaniasis.

[00137] En una implementacion, la infeccibn es causada por una bacteria

Pseudomonas en un sujeto que tiene fibrosis quistica, enfermedad pulmonar

obstructiva cronica (EPOC) o bronquiectasia.
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[00138] Los métodos y composiciones descritos en este documento se
contemplan especificamente para el tratamiento agudo de la neumonia asociada a
ventilacion mecanica en pacientes en cuidados intensivos y para el tratamiento

agudo de pacientes quemados.

[00139] También se proporciona en este documento, en algunos aspectos,
métodos para inhibir o retrasar la formacién de biopeliculas, que comprende
administrar a un sujeto en necesidad del mismo, o poner en contacto una
superficie con una cantidad efectiva de un antibidtico aminoglucésido y una
cantidad efectiva de uno o mas compuestos que estimulan la PMF. Se contemplan
especificamente en este documento los métodos para inhibir o retrasar la
formacion de biopeliculas en dispositivos vasculares, prétesis O0seas y otras

infecciones relacionadas con dispositivos médicos internos.

[00140] Como se usa en este documento, una "biopelicula" se refiere a la masa
de microorganismos adheridos a una superficie, tal como una superficie de un
dispositivo médico, y las sustancias extracelulares asociados producidas por uno o
mas de los microorganismos unidos. Las sustancias extracelulares son sustancias
tipicamente poliméricas que comunmente incluyen una matriz de polisacaridos
complejos, sustancias proteinaceas y glicopéptidos. Los microorganismos pueden
incluir, pero no se limitan a, bacterias, hongos y protozoos. En una "biopelicula
bacteriana”, los microorganismos incluyen una o mas especies de bacterias. La
naturaleza de una biopelicula, tal como su estructura y composicion, puede
depender de la especie particular de bacterias presentes en la biopelicula. Las
bacterias presentes en una biopelicula a menudo son fenotipica, fisioldgica, o
metabdlicamente diferentes que las bacterias que no estan en una biopelicula, tal

como bacterias aisladas o bacterias en colonias de suspensién plancténicas. Las
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"biopeliculas" polimicrobianas son peliculas que incluyen mas de una especie

bacteriana.

[00141] Tal como se usa en este documento, los términos y las frases
"retrasan”, "retardo de la formacién", y "que retrasan la formacion de" tienen sus
significados usuales y comunes, y generalmente se dirigen a aumentar el periodo
de tiempo antes de la formacién de biopeliculas, o una infeccion bacteriana de
crecimiento lento en un sujeto o en una superficie. El retraso puede ser, por
ejemplo, aproximadamente 12 horas, aproximadamente 18 horas,
aproximadamente 24 horas, aproximadamente 36 horas, aproximadamente 48
horas, aproximadamente 60 horas, aproximadamente 72 horas, aproximadamente
84 horas, aproximadamente 96 horas, aproximadamente 5 dias, 6 dias, 7 dias, 8
dias, 9 dias, 10 dias 0 mas. La inhibicion de la formacion de una biopelicula, como
se usa en este documento, se refiere a evitar el desarrollo parcial o total o la
progresion de una biopelicula, por ejemplo, sobre una superficie, tal como una

superficie de un dispositivo médico interno.

[00142] EIl versado en el arte entendera que los métodos para inhibir y retrasar
la formacién de biopeliculas se pueden practicar para cualquier bacteria que se
pueda encontrar, tal como una bacteria persistente en fase estacioanria, de
crecimiento lento o biopelicula. Por ejemplo, los métodos descritos en el presente
documento se pueden practicar en la superficie de o en el interior de un animal, tal
como un humano; sobre una superficie inerte, tal como un contador o un banco
superior; sobre una superficie de una pieza de equipo médico o de laboratorio;
sobre una superficie de una herramienta médica o de laboratorio; o en un

dispositivo médico interno.

59



WO 2015031765 PCT/US2014/053425

[00143] En algunos aspectos, de la presente se proporcionan métodos para
inhibir la formacion de una biopelicula sobre una superficie o en un material
poroso, que comprende aplicar a o poner en contacto con una superficie o un
material poroso sobre el cual se puede formar una biopelicula, un antibidtico
aminoglucdsido y uno o mas compuestos que estimulan la PMF en una cantidad
suficiente para inhibir la formacibn de wuna biopelicula. En algunas
implementaciones de estos métodos y todos los métodos descritos en este
documento, la superficie es una superficie inerte, tal como la superficie de un

dispositivo médico interno.

[00144] En algunos aspectos, en el presente se proporcionan métodos para
retrasar la formacion de una biopelicula sobre una superficie o en un material
poroso, que comprende aplicar a o poner en contacto con una superficie o un
material poroso sobre el cual se puede formar una biopelicula, un antibidtico
aminoglucdsido y uno o mas compuestos que estimulan la PMF en una cantidad
suficiente para retrasar la formacion de wuna biopelicula. En algunas
implementaciones de estos métodos y todos los métodos descritos en este
documento, la superficie es una superficie inerte, tal como la superficie de un

dispositivo médico interno.

[00145] En algunos aspectos, en el presente se proporcionan métodos para
prevenir la colonizacion de una superficie por bacterias persistentes, que
comprende aplicar a o poner en contacto con una superficie con un antibiético
aminoglucosido y uno o mas compuestos que estimulan la PMF en una cantidad
suficiente para prevenir la colonizacion de la superficie por las bacterias

persistentes.
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[00146] En las implementaciones de los métodos descritos en este documento
dirigidos a inhibir o retrasar la formacién de una biopelicula, o prevenir la
colonizacion de una superficie por bacterias persistentes, el material que
comprende la superficie o el material poroso puede ser cualquier material que se
puede utilizar para formar una superficie o un material poroso. En algunas de tales
implementaciones, el material se selecciona de: polietileno, politetrafluoroetileno,
polipropileno, poliestireno, poliacrilamida, poliacrilonitrilo, poli (metil metacrilato),
poliamida, poliéster, poliuretano, policarbonato, silicona, cloruro de polivinilo,
alcohol polivinilico, polietileno tereftalato, cobalto, una aleacion a base de cobalto,
titanio, una aleacidon a base de titanio, acero, plata, oro, plomo, aluminio, silice,
alumina , policristal de zirconio itrio estabilizado, fosfato de calcio, carbonato de

calcio, fluoruro de calcio, carbono, algodén, lana y de papel.

[00147] En las implementaciones de los métodos descritos en este documento
para inhibir o retrasar la formacién de una biopelicula, o la prevencién de la
colonizacion de una superficie por bacterias persistentes, se puede aplicar un
segundo antibiotico simultdneamente con el antibiotico aminoglucésido y uno o
mas compuestos que estimulan la PMF. El segundo antibiético adecuado incluye,
por ejemplo, linezolida, dapromicina, aminoglucdsidos (e.g, tobramicina,
gentamicina, estreptomicina, kanamicina), R-lactamas (e.g, penicilinas,
carbapenemas, monobactamas, y cefalosporinas), vancomicinas, bacitracinas,
macrdlidos (e.g, eritromicina), lincosamidas (e.g, clindomicina), cloranfenicoles,
tetraciclinas , anfotericinas, cefazolinas, clindamicinas, mupirocinas, sulfonamidas
y trimetoprim, rifampicinas, metronidazoles, quinolonas, novobiocinas, polimixinas,

gramicidinas, o cualquier sal o variantes de los mismos.

[00148] En algunas implementaciones de estos métodos y todos los métodos

descritos en este documento, la bacteria persistente en fase estacionaria, de
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crecimiento lento o biopelicula es cualquier especie bacteriana o poblacién que
comprende células persistentes, pueden existir en un crecimiento lento o en fase
estacionaria, y/o pueden formar una biopelicula, En algunas de tales
implementaciones, la bacteria es Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, o enterococos susceptible a la vancomicina, un enterococos
resistentes a la vancomicina, una especie de Staphylococcus o una especie
Streptococcus. En algunas de tales implementaciones, la bacteria se selecciona
de Enterococcus faecalis (VSE) susceptible a la vancomicina (VAN), FE. Faecalis

(VRE) VAN-resistente, y estaf epidermidis.

[00149] Tal como se utiliza en este documento, el término "poner en contacto"
significa que se refiere en términos generales a poner una célula bacteriana y un
antibidtico aminoglucésido y uno o mas compuestos que estimulan la PMF en
proximidad suficiente para que el antibidtico aminoglucésido y uno o mas
compuestos que estimulan la PMF puedan ejercer sus efectos en cualquier célula
bacteriana presente. El versado en el arte entendera que el término "Poner en
contacto" incluye interaccion fisica entre un antibiético aminoglucésido y uno o
mas compuestos que estimulan la PMF y una célula bacteriana, asi como las

interacciones que no requieren la interaccion fisica.

[00150] Los métodos descritos en este documento abarcan ademas superficies
recubiertas por un antibidtico aminoglucésido y uno o mas compuestos
estimulantes PMF, y/o impregnado con un antibiético aminoglucésido y uno o mas
compuestos que estimulan la PMF. Tales superficies incluyen cualquiera que
pueda entrar en contacto con una bacteria persistente en fase estacioanria, de
crecimiento lento o biopelicula. En algunas de tales implementaciones, tales
superficies incluyen cualquier superficie hecha de un material inerte (aunque las

superficies de los animales vivos se incluyen dentro del alcance de los métodos

62



WO 2015031765 PCT/US2014/053425

descritos en este documento), incluyendo la superficie de un mostrador o mesa de
trabajo, la pieza de una superficie de equipos médicos o de laboratorio 0 una
herramienta, el dispositivo médico de una superficie tal como un respirador, y la
superficie de un dispositivo médico interno. En algunas de tales formas de
implementacion, tales superficies incluyen las de un dispositivo médico interno, tal
como implantes quirurgicos, dispositivos ortopédicos, prétesis y catéteres, i.e.,
dispositivos que se introducen en el cuerpo de un individuo y permanecen en la
posiciéon durante un tiempo prolongado. Tales dispositivos incluyen, pero no se
limitan a, articulaciones artificiales, corazones artificiales e implantes; valvulas, tal
como valvulas cardiacas; marcapasos; injertos vasculares; catéteres, tal como
catéteres vasculares, urinarios y de dialisis peritoneal ambulatoria continua
(CAPD); derivaciones, tal como derivaciones de liquido cefalorraquideo;
mangueras y tubos, tal como tubos de traqueotomia; placas; pernos; valvulas;
parches; cierres de heridas, incluyendo suturas y grapas; apésitos; y cemento

oseo.

[00151] En el presente documento, el término "dispositivo médico interno”, se
refiere a cualquier dispositivo para uso en el cuerpo de un sujeto, tal como
catéteres intravasculares (por ejemplo, intravenosos e intra-arteriales), catéteres
de flujo dirigido directo al corazdn, catéteres de Hickman, fistulas arteriovenosas,
catéteres utilizados en la hemodialisis y la dialisis peritoneal (por ejemplo,
Silastica, venosa central, catéteres Tenckhoff, y catéteres de teflon), puertos de
acceso vasculares, catéteres permanentes urinarios, catéteres urinarios, catéteres
de silicona, catéteres ventriculares, protesis vasculares sintéticas (por ejemplo,
aortofemoral y femoropoplitea), protesis valvulares cardiacas, protesis articulares,
implantes ortopédicos, implantes de pene, derivaciones (por ejemplo, Scribner,
Torkildsen, sistema nervioso central, portasistemicas, ventricular,

ventriculoperitoneal), dispositivos intrauterinos, buffers, implantes dentales,
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protesis (por ejemplo, stents ureteral), protesis de voz artificiales, tubos
timpanostomia, tubos de alimentacion gastrica, tubos endotraqueales,
marcapasos, desfibriladores implantables, tubos, canulas, sondas, dispositivos de
monitorizacion de sangre, agujas, y similares. Una subcategoria de dispositivos
médicos permanentes se refiere a dispositivos de implantables que estan
tipicamente mas profundos y/o introducidos en el cuerpo de forma permanente.
Los dispositivos médicos permanentes pueden introducirse por cualquier medio
adecuado, por ejemplo, por implantacion percutanea, intravascular, intrauretral,
intraorbital, intratraqueal, intraesofagica, estomal, u otra ruta, o por implantacién

quirurgica, por ejemplo, la colocacion intra-articular de una articulacion protésica.

[00152] De acuerdo con algunas implementaciones de los métodos descritos en
este documento, el dispositivo médico interno se reviste por una solucion, tal como
a través de bafno o pulverizacion, que contiene una concentraciéon de
aproximadamente 10 ug/ml a aproximadamente 500 mg/ml de un antibiético
aminoglucésido y uno o mas compuestos que estimulan la PMF. En algunas
formas de implementacion, los rangos mas especificos de las concentraciones del
antibidtico aminoglucésido y uno o mas compuestos que estimulan la PMF se
pueden utilizar, incluyendo: aproximadamente 10 pg/ml a aproximadamente 1
mg/ml, aproximadamente 1 mg/ml a aproximadamente 100 mg/ml,
aproximadamente 10 mg/ml a aproximadamente 500 mg/ml, aproximadamente 50
mg/ml a aproximadamente 200 mg/ml, aproximadamente 10 mg/ml a
aproximadamente 100 mg/ml, aproximadamente 100 mg/ml a aproximadamente
500 mg/ml. En algunas implementaciones, las concentraciones especificas de un
antibidtico aminoglucésido y uno o mas compuestos que estimulan la PMF se
pueden utilizar, incluyendo: aproximadamente 10 pg/ml, aproximadamente 50
gg/ml,  aproximadamente 100 pg/ml,  aproximadamente 250  pug/ml,

aproximadamente 500 pg/ml, aproximadamente 750 pg/ml, aproximadamente 1
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mg/ml, aproximadamente 5 mg/ml, aproximadamente 10 mg/ml, aproximadamente
15 mg/ml, aproximadamente 20 mg/ml, aproximadamente 25 mg/ml,
aproximadamente 30 mg/ml, aproximadamente 40 mg/ml, aproximadamente 50
mg/ml, aproximadamente 75 mg/ml, aproximadamente 100 mg/ml,
aproximadamente 250 mg/ml, aproximadamente 500 mg/ml, aproximadamente
600 mg/ml, aproximadamente 750 mg/ml, y aproximadamente 900 mg/ml. El
dispositivo médico interno se puede recubrir por la solucidn que comprende un
antibidtico aminoglucésido y uno o mas compuestos que estimulan la PMF antes

de su insercién en el cuerpo.

Dosificacion y Modos De Administracion

[00153] Una ventaja clave de los métodos, usos y composiciones que
comprenden los antibiéticos aminoglucésidos y/o los compuestos que estimulan la
PMF descritos en este documento, es la capacidad de producir marcados efectos
anti-bacterianos en un sujeto humano que tiene una infeccidon crénica sin causar
efectos toxicos significativos o efectos adversos. Mediante la adicion de
compuestos que estimulan la PMF a un régimen terapéutico o método, la dosis del
antibidtico aminoglucésido que se administra puede, en algunas
implementaciones, reducirse en relacibn con las dosis administradas
normalmente. Se contempla ademas en este documento que la adicion de un
compuesto que estimula la PMF a un régimen de antibidticos permitira el uso de
un antibidtico al que la bacteria fue previamente resistente mediante la
restauracion de la sensibilidad bacteriana a los antibidticos. La eficacia de los
tratamientos y métodos descritos en el presente documento se puede medir por
varios parametros usados comunmente en la evaluacion del tratamiento de
infecciones, incluyendo, pero no limitado a, la reduccion en la tasa de crecimiento

bacteriano, la presencia o numero de células bacterianas en una muestra obtenida
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de un sujeto, la tasa global de respuesta, duracion de la respuesta, y la calidad de

vida.

[00154] Por consiguiente, una "cantidad terapéuticamente efectiva" o "cantidad
efectiva" de un antibioético aminoglucésido o uno o mas compuestos que estimulan
la PMF, que sera administrado a un sujeto que se rige por diversas
consideraciones, y, tal como se usa en este documento, se refiere a la cantidad
minima necesaria para prevenir, mejorar o tratar o estabilizar, un trastorno o
afeccién, como la infeccion cronica. Una cantidad efectiva tal como se usa en este
documento también incluye una cantidad suficiente para retrasar el desarrollo de
un sintoma de una infeccidn cronica, alterar el curso de una infeccion cronica (por
ejemplo, pero no limitado a, retrasar la progresion de un sintoma de la infeccion
croénica, tal como el crecimiento de la poblacion bacteriana causante de la
infeccion cronica), o revertir un sintoma de la infeccion cronica. Por lo tanto, no es
posible especificar la "cantidad efectiva" exacta. Sin embargo, para cualquier caso
dado, una "cantidad efectiva" apropiada se puede determinar por un versado en el

arte usando solamente experimentacién de rutina.

[00155] Las cantidades eficaces, la toxicidad y la eficacia terapéutica de los
antibiodticos aminoglucésidos o uno o mas compuestos que estimulan la PMF
descritos en este documento, se puede determinar mediante procedimientos
farmacéuticos estandar en cultivos celulares o animales experimentales, e.g., para
la determinacion de la LDsg (la dosis letal para el 50% de la poblacion) y la EDsg (la
dosis terapéuticamente efectiva en el 50% de la poblacion). La dosis puede variar
dependiendo de la forma de dosificacion empleada y la via de administracion
utilizada. La relaciéon de la dosis entre los efectos toxicos y terapéuticos es el
indice terapéutico y puede expresarse como la relacion LDso/EDsg. Se prefieren las

composiciones y métodos que muestran grandes indices terapéuticos. Una dosis
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terapéuticamente efectiva se puede estimar inicialmente a partir de ensayos de
cultivo celular. También, una dosis puede formularse en modelos animales para
conseguir un rango de concentracion en el plasma circulante que incluye la 1Cs
(i.e., la concentracion de antibiéticos aminoglucdsidos o uno o mas compuestos
que estimulan la PMF), que logra una inhibicibon media maxima de los sintomas)
segun se determina en cultivo celular, o en un modelo animal apropiado. Los
niveles en plasma pueden medirse, por ejemplo, mediante cromatografia liquida
de alta resolucion. Los efectos de cualquier dosificacion particular se pueden
monitorizar mediante un bioensayo adecuado. La dosis se puede determinar por
un meédico y ajustar, segun sea necesario, para adaptarse a los efectos

observados del tratamiento.

[00156] Dependiendo del tipo y gravedad de la infeccién, aproximadamente 1
pMag/kg a 100 mg/kg (e.g, 0,1 a 20 mg/kg) de un antibiético aminoglucésido, tal
como tobramicina, o compuesto que estimula la PMF, tal como fumarato, esta en
un rango de dosificacion candidata inicial para la administracién al sujeto, ya sea,
por ejemplo, mediante una o mas administraciones separadas, o mediante infusién
continua. Una dosificacion diaria tipica puede variar de aproximadamente 1 ug/kg
a aproximadamente 100 mg/kg o mas, dependiendo de los factores mencionados
anteriormente. Para administraciones repetidas durante varios dias o mas,
dependiendo de la condicion, el tratamiento se mantiene hasta que la infeccidon se
trata o se desaparece, medida por los métodos descritos anteriormente o
conocidos en el arte. Sin embargo, pueden ser utiles otros regimenes de
dosificacion. En una implementacion de los métodos descritos en este documento,
la concentracion de fumarato esta entre 5 mM-25 mM, entre 10 mM-20 mM, entre
10 mM-5 mM, o entre 15 mM-20 mM. En algunas implementaciones, la
concentracion de fumarato es 15 mM. El progreso de los métodos terapéuticos

descritos en este documento se monitoriza facilmente mediante técnicas y
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ensayos convencionales, tal como los descritos en este documento, o conocido
para un versado en el arte. En algunas implementaciones, las concentraciones de
fumarato citados a lo largo del documento descriptivo son concentraciones locales
(e.g, en el sitio de la infeccion) y no la dosis de un compuesto que estimula la PMF
para ser administrados. Como un versado en el arte apreciara, la dosis que se
debe administrar con el fin de alcanzar tales concentraciones locales del
metabolito dependera de la via de administracion, el tamafno del individuo, etc. La
determinacién de una dosis a administrar a un sujeto esta bien dentro de las

capacidades de un versado en el arte.

[00157] Por ejemplo, la gentamicina puede ser altamente nefrotoxica,
particularmente si se acumulan multiples dosis durante el curso de un tratamiento.
Por esta razén la gentamicina se puede dosificar por el peso corporal. Existen
varias férmulas para el calculo de la dosis de gentamicina, y son conocidos por los
versados en el arte. Cuando se utiliza gentamicina en los métodos descritos en

este documento se deben tener en cuenta un numero de factores y determinantes.

[00158] En algunas implementaciones, cuando la neomicina es el antibidtico
aminoglucosido, las formas de dosificacion disponibles incluyen 10 mg/ml, 25

mg/ml, 50 mg/ml, 100 mg/ml, y 150 mg/1,5 ml.

[00159] La duracién de los procedimientos terapéuticos descritos en este
documento puede continuar durante tanto tiempo como sea médicamente indicado
o hasta que se consigue un efecto terapéutico deseado (e.g, los descritos en este
documento). En ciertas implementaciones, la administracion de una combinacion
de un antibidtico aminoglucoésido y uno o mas compuestos que estimulan la PMF
se continua durante al menos 1 mes, al menos 2 meses, al menos 4 meses, al

menos 6 meses, al menos 8 meses, al menos 10 meses, al menos 1 ano, al
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menos 2 anos, al menos 3 anos, al menos 4 anos, al menos 5 anos, al menos 10
afos, al menos 20 anos, o al menos durante un periodo de afos hasta el tiempo
de vida del sujeto. En algunas implementaciones de los métodos descritos en este
documento, la administracion se continia durante el tiempo que un dispositivo

interno esta presente en el sujeto.

[00160] Los antibidticos aminoglucdsidos y compuesto que estimula la fuerza
proton-motriz PMF descritos en este documento, se pueden administrar, de forma
individual, pero al mismo tiempo, en algunas implementaciones, o, en otras formas
de implementacion, de forma simultanea, por ejemplo en una unica formulacion
que comprende tanto un antibiético aminoglucdésido y uno o mas compuesto que
estimula la PMF, a un sujeto, e.g., un sujeto humano, de acuerdo con métodos
conocidos, tal como administracién intravenosa como un bolo o por infusion
continua durante un periodo de tiempo, por via intramuscular, intraperitoneal,
intracerebroespinal, subcutanea, intra-articular, intrasinovial, intratecal, oral, topica,
o vias de inhalacién. Los modos ejemplares de administracion de los antibidticos
aminoglucosidos y compuestos que estimulan la PMF, incluyen, pero no se limitan
a, inyeccion, infusion, inhalacion (e.g, intranasal o intratraqueal), ingestion, rectal,
y topica (incluyendo bucal y sublingual). La administracién local se puede utilizar
si, por ejemplo, los efectos colaterales considerables o la toxicidad estan
asociados con el antibiético aminoglucésido y/o el compuesto que estimula la
PMF, y para, por ejemplo, permitir una alta concentracién localizada de los
compuestos que estimulan la PMF en el sitio de infeccion. También se puede
utilizar una estrategia ex vivo para aplicaciones terapéuticas. En consecuencia,
cualquier modo de administracion que entregue los antibiéticos aminoglucosidos y
compuestos que estimulan la PMF sistémicamente o a una superficie o de destino
deseados, puede incluir, pero no se limita a, la administracion por inyeccion,

infusion, instilacion, e inhalacion, la "inyeccion" incluye, sin limitacion, intravenosa,
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intramuscular, intra-arterial, intratecal, intraventricular, intracapsular, intraorbital,
intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal, transtraqueal, subcutanea,
subcuticular, intraarticular, subcapsular, subaracnoidea, intraespinal, intracerebro
espinal, y la inyeccidén intraesternal e infusion. Las frases "administracion
parenteral" y "administrado parenteralmente" como se usa en este documento, se
refieren a modos de administracion distintos de la administracion enteral y topica,
normalmente mediante inyeccion. Las frases "administracion sistémica",
"administrado por via sistémica", "administracion periférica" y "administrado
periféricamente" como se usa en este documento se refieren a la administracion
de un antibiético aminoglucésido y compuestos estimulantes de la PMF distintos
de directamente en un sitio blanco, el tejido, u érgano, tal como el pulmén, de tal
manera que entra en el sistema circulatorio del sujeto y, por lo tanto, se somete al

metabolismo y otros procesos similares.

[00161] EIl antibidtico aminoglucdsido que se utiliza para tratar una infeccion o
inhibir la formacién de biopeliculas en un sujeto puede determinar el modo de
administracion a utilizar. Por ejemplo, la mayoria de los antibidticos
aminoglucosidos no se absorben bien a través del intestino y el tracto Gl, y por lo

tanto la administracion oral no es efectiva.

[00162] En consecuencia, en algunas implementaciones de los métodos
descritos en este documento, cuando el antibidtico aminoglucosido es la
estreptomicina, la administracion es mediante inyeccién intramuscular o
intravenosa. En algunas de tales implementaciones, la administracion no es a

través de la via oral.

[00163] En algunas implementaciones de los métodos descritos en este

documento, cuando el antibiético aminoglucésido es gentamicina, la
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administracibn es mediante administracion intravenosa, administracion
intramuscular, o administracién topica para tratar las infecciones. En algunas de

tales implementaciones, la administracion no es a través de la via oral.

[00164] En algunas implementaciones de los métodos descritos en este
documento, cuando el antibidtico aminoglucésido es kanamicina A, la

administracion es por via oral, intravenosa, e intramuscular.

[00165] En algunas implementaciones de los métodos descritos en este
documento, cuando el antibidtico aminoglucdsido es tobramicina, la administracion
es mediante administracion parenteral, incluyendo, por ejemplo, inyeccion
intramuscular e intravenosa. La tobramicina se puede detectar en tejidos y fluidos

corporales después de la administracion parenteral.

[00166] En algunas implementaciones, cuando el antibiético aminoglucésido es

netilmicina, la administracion es por inyeccion o infusion.

[00167] En algunas implementaciones, cuando el antibiético aminoglucésido es
arbekacina, la administracién es mediante administracion parenteral, tal como
administracién intramuscular o intravenosa. La duracion normal de la terapia con
el antibiético aminoglucésido arbekacina IM o IV es 7-10 dias, aunque en algunos

casos puede ser necesaria una mayor duracion.

[00168] En algunas implementaciones, cuando el antibiético aminoglucosido es
la amicacina, la administracion es por via intravenosa o intramuscular.
Actualmente no existe una forma oral disponible como amikacina puesto que no se
absorbe por via oral. En algunas implementaciones, se puede utilizar la amikacina

liposomal por inhalacién para el tratamiento de enfermedades respiratorias, tal
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como, por ejemplo, fibrosis quistica, Pseudomonas aeruginosa, infecciones por
micobacterias no tuberculosas, y bronquiectasis. Los efectos secundarios de la
amikacina son similares a los de otros aminoglucésidos, el dafo renal y la pérdida
de la audicion son los efectos mas importantes. Debido a este potencial, se
pueden monitorear los niveles en sangre del farmaco y los marcadores de la
funcidén renal (creatinina). Por otra parte, las dosis de amikacina pueden ajustarse
especificamente con base en la depuracién de creatinina en suero en los entornos

clinicos.

[00169] En algunas implementaciones, cuando el antibiético aminoglucésido es
la neomicina, se utiliza la administracién tépica o la administracién oral. En
implementaciones preferidas, la neomicina no se administra por via intravenosa,
puesto que la neomicina es extremadamente nefrotdoxica. En estas
implementaciones, donde la neomicina se administra por via intravenosa, la dosis

es menor que 0.025 mg por dosis.

[00170] En algunas formas de implementacién, cuando el antibidtico
aminoglucdsido es framicetina, se utiliza la administracion topica o administracion
oral. La framicetina tiene una pobre absorcion sistémica, y se puede utilizar en las
preparaciones topicas para las infecciones de la piel, la nariz, los oidos y los ojos,
a menudo en combinacion con otros farmacos antibacterianos y corticosteroides.
También se puede utilizar para las infecciones gastrointestinales, en algunas

implementaciones.

[00171] En algunas implementaciones, cuando el antibiético aminoglucosido es

paromomicina, la administracion es mediante inyeccidn intramuscular o

administracion oral.
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Formulaciones farmacéuticas

[00172] Las formulaciones terapéuticas de los antibidticos aminoglucésidos y/o
compuestos que estimulan la PMF se pueden preparar, en algunos aspectos,
mezclando un antibiéticos aminoglucésidos y/o compuestos que estimulan la PMF
que tiene el grado deseado de pureza con vehiculos, excipientes o estabilizadores
(Remintong’s Pharmaceutical Sciences 162 edicion, Osol, A. Ed. (1980)), en la
forma de formulaciones liofilizadas o soluciones acuosas, ya sea individualmente
en algunas implementaciones, o en combinacién, por ejemplo, una formulacion
terapéutica que comprende solo una cantidad efectiva de un antibidtico
aminoglucosido y una cantidad efectiva del compuesto de estimulacion de al
menos un PMF. Tales formulaciones terapéuticas de los antibidticos
aminoglucosidos y/o los compuestos que estimulan la PMF descritos en este
documento incluyen la formulacion en composiciones farmacéuticas o
formulaciones farmaceéuticas para la administraciéon parenteral, e.g., por via
intravenosa; mucosal, e.g., intranasal; enteral, e.g., oral; tépica, e.g., transdérmica;

ocular, u otro modo de administracion.

[00173] Como se usa en este documento, la expresion "farmacéuticamente
aceptable" se refiere a aquellos compuestos, formas materiales, composiciones
y/o formas de dosificacion que estan, dentro del alcance del juicio médico,
adecuados para uso en contacto con los tejidos de seres humanos y animales sin
excesiva toxicidad, irritacion, respuesta alérgica, u otro problema o complicacién,
acorde con una relacidbn beneficio/riesgo razonable. La frase "vehiculo
farmacéuticamente aceptable” como se usa en el presente documento significa un
material aceptable farmacéuticamente, composicion o vehiculo, tal como un
relleno liquido o solido, diluyente, excipiente, solvente, medios, materiales de

encapsulado, ayudas de fabricacion (e.g, lubricante, talco magnesio, calcio o
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estearato de zinc, o acido estearico), o material de encapsulacién solvente, que
participan en el mantenimiento de la actividad de, llevar, transportar los
antibidticos aminoglucdsidos y/o los compuestos que estimulan la PMF, desde un

organo, o una parte del cuerpo, a otro érgano, o parte del cuerpo.

[00174] Algunos ejemplos no limitativos de los vehiculos aceptables, excipientes
o estabilizantes que no son toxicos para los receptores a las dosis y
concentraciones empleadas, incluyen soluciones buffer de pH tal como fosfato,
citrato, y otros acidos organicos; antioxidantes, incluyendo el acido ascérbico y la
metionina; agentes lubricantes, tal como estearato de magnesio, lauril sulfato
sédico y talco; excipientes, tal como manteca de cacao y ceras para supositorios;
aceites, tal como aceite de cacahuete, aceite de semilla de algodon, aceite de
cartamo, aceite de sésamo, aceite de oliva, aceite de maiz y aceite de soya;
conservantes (tal como cloruro de octadecildimetilbencilamonio; cloruro de
hexametonio; cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio; fenol, butilo o alcohol
bencilico; alquil parabenos tal como metil o propil parabeno; catecol; resorcinol;
ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo peso molecular (menos
de aproximadamente 10 residuos); proteinas, tal como albumina de suero,
gelatina, HDL, LDL, o inmunoglobulinas; polimeros hidrofilos, tal como
polivinilpirrolidona; aminoacidos tal como glicina, glutamina, asparagina, histidina,
arginina, o lisina; monosacaridos, disacaridos, y otros carbohidratos incluyendo
manosa, almidones (almidén de maiz o almidén de patata), o dextrinas; celulosa y
sus derivados, tal como carboximetilcelulosa de sodio, metilcelulosa, etilcelulosa,
celulosa microcristalina y acetato de celulosa; agentes quelantes tal como EDTA;
azucares tal como sacarosa, glucosa, lactosa, manitol, trehalosa o sorbitol;
contraiones que forman sales tal como sal de sodio; complejos metalicos (e.g
complejos de Zn-proteina); glicoles, tal como propilenglicol; polioles, tal como

glicerina; ésteres, tal como oleato de etilo y laurato de etilo; agar; agentes buffer,
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tal como hidréxido de magnesio e hidréxido de aluminio; acido alginico; agua sin
pirdgenos; solucion salina isotonica; solucion de Ringer; poliésteres,
policarbonatos y/o polianhidridos; alcoholes C2-C12, tal como etanol; tragacanto
en polvo; malta; y/o agentes tensioactivos no idnicos tal como TWEEN™,
PLURONIC™ o polietilenglicol (PEG); y u otras sustancias compatibles no
toxicas/empleadas en formulaciones farmacéuticas. Tambien pueden estar
presentes en la formulacién los agentes humectantes, agentes colorantes, agentes
de liberacion, agentes de revestimiento, agentes edulcorantes, agentes
aromatizantes, agentes perfumantes, conservantes y antioxidantes en la

formulacion.

[00175] En algunas implementaciones, las formulaciones terapéuticas o
composiciones que comprenden un antibidtico aminoglucésido y/o compuestos
que estimulan la PMF comprende una sal farmacéuticamente aceptable, por lo
general, e.g.,, cloruro de sodio, y preferiblemente a aproximadamente
concentraciones fisioldgicas. Opcionalmente, las formulaciones descritas en este
documento pueden contener un conservante farmacéuticamente aceptable. En
algunas implementaciones, la concentracion del conservante oscila de 0,1 a 2,0%,
tipicamente v/v. Los conservantes adecuados incluyen aquellos conocidos en las
técnicas farmacéuticas. El alcohol bencilico, fenol, metacresol, metilparabeno, y
propilparabeno son ejemplos de conservantes. Opcionalmente, las formulaciones
de la invencidén pueden incluir un tensioactivo farmacéuticamente aceptable en

una concentracion de 0,005 hasta 0,02%.

[00176] En algunas implementaciones de los aspectos descritos en este
documento, un antibiético aminoglucésido y/o un compuesto que estimula la PMF,
puede ser especialmente formulado para la administracion del compuesto a un

sujeto en forma sdlida, liquida o en forma de gel, incluyendo las adaptadas para lo
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siguiente: (1) administracion parenteral, por ejemplo, por inyeccion subcutanea,
intramuscular, intravenosa o inyeccién epidural como, por ejemplo, una solucién o
suspension estéril, o una formulacién de liberacién sostenida; (2) aplicacion tépica,
por ejemplo, como una crema, pomada, o un parche de liberacion controlada o
spray aplicado a la piel; (3) administracién oral, por ejemplo, pécimas (soluciones
acuosas 0 no acuosas 0 suspensiones), pastillas, grageas, capsulas, pildoras,
tabletas (e.g, los destinados para la administracion bucal, sublingual, y la
absorcion sistémica), bolos, polvos, granulos, pastas para aplicacion en la lengua;
(4) intravaginal o intrarrectal, por ejemplo, como un pesario, crema o espuma; (5)
sub lingual; (6) ocularmente; (7) transdérmicamente; (8) transmucosa; o (9) por via
nasal. Ademas, un antibiético aminoglucésido y/o un compuesto que estimula la
PMF se pueden implantar en un paciente o se inyecta mediante un sistema de
administracion de farmacos. Ver, por ejemplo, Urquhart, et al., Ann. Rev.
Pharmacol. Toxicol. 24: 199-236 (1984); Lewis, ed. "Controlled Release of
pesticides and pharmaceutical" (Plenum Press, Nueva York, 1981); Patente U.S.
N°. 3,773,919; y la patente U.S. No. 35 3.270.960. Ejemplos de formas de
dosificacion incluyen, pero no son limitan a: tabletas, comprimidos oblongos;
capsulas, tal como capsulas de gelatina dura y capsulas de gelatina blanda
elastica; sellos; trociscos, pastillas, dispersiones, supositorios, unguentos,
cataplasmas (emplastos), pastas, polvos, apdsitos, cremas, emplastos,
soluciones, parches, aerosoles (e.g, aerosoles nasales o inhaladores); geles;
liquidos tal como suspensiones (e.g, suspensiones liquidas acuosas 0 no acuosas,
emulsiones de aceite en agua o emulsiones liquidas agua en aceite), soluciones, y
elixires; y solidos estériles (e.g, solidos cristalinos o amorfos) que pueden

reconstituirse para proporcionar formas de dosificacion liquidas.

[00177] En algunas implementaciones, las formas de dosificacién parenteral de

las composiciones que comprenden un antibiético aminoglucésido y/o Compuesto
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que estimula la PMF, se puede administrar a un sujeto con una infeccion crénica o
en riesgo de infeccidén cronica por diversas vias, incluyendo, pero no limitado a,
subcutanea, intravenosa (incluyendo inyeccidn en bolo), intramuscular e intra-
arterial. Puesto que la administracién de formas de dosificacién parenterales
tipicamente sobrepasa las defensas naturales del paciente contra los
contaminantes, las formas farmacéuticas parenterales son preferiblemente
estériles o capaces de ser esterilizadas antes de la administracién a un paciente.
Los ejemplos de formas de dosificacion parenteral incluyen, pero no se limitan a,
soluciones listas para inyeccion, productos secos listos para ser disueltos o
suspendidos en un vehiculo farmacéuticamente aceptable para inyeccién,
suspensiones listas para inyeccion, formas de dosificacion parenteral de liberacion

controlada, y emulsiones.

[00178] Los vehiculos adecuados que se pueden utilizar para proporcionar
formas de dosificacion parenterales descritas en este documento son bien
conocidas por los versados en el arte. Es entendido por un versado en el arte, que
las concentraciones mucho mas altas de los compuestos que estimulan la PMF,
como la glucosa, se deben proporcionar en cualquier formulacién terapéutica, que
se encuentra normalmente cuando el compuesto esta presente como parte de un
vehiculo en una forma de dosificacion. Los ejemplos de tales vehiculos incluyen,
sin limitacion: agua estéril; agua USP para inyeccién; solucién salina; solucién de
glucosa; vehiculos acuosos tal como, pero no limitado a, inyeccion de cloruro de
sodio, inyeccion de Ringer, inyecciéon de dextrosa, dextrosa y cloruro de sodio
inyectable, y la inyeccion de Ringer lactato; vehiculos miscibles en agua tal como,
pero no limitados a, alcohol etilico, polietilenglicol y propilenglicol; y vehiculos no
acuosos tal como, pero no limitados a, aceite de maiz, aceite de semillas de
algodon, aceite de cacahuete, aceite de sésamo, oleato de etilo, miristato de

isopropilo y benzoato de bencilo.
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[00179] Las formas de dosificacion topica de los antibidticos aminoglucdosidos
y/o Compuestos que estimulan la PMF, también se proporcionan en algunas
implementaciones, e incluyen, pero no se limitan a, cremas, lociones, unguentos,
geles, champus, pulverizadores, aerosoles, soluciones, emulsiones y otras formas
conocidas para un versado en el arte. Ver, por ejemplo, Remington
Pharmaceutical Sciences, 18a edicién, Mack Publishing, Easton, Pa (1990); e
Introduction to Pharmaceutical Dosage Forms, 42 ed., Lea & Febiger, Filadelfia,
Pa. (1985). Tipicamente se emplean formas de dosificacion tdépicas no
pulverizables, viscosas hasta formas semi-sdlidas o sdlidas que comprenden un
vehiculo o uno o mas excipientes compatibles con la aplicacion topica y que tiene
una viscosidad dinamica preferiblemente mayor que el agua. Las formulaciones
adecuadas incluyen, sin limitacion, soluciones, suspensiones, emulsiones, cremas,
unguentos, polvos, linimentos, pomadas, y similares, que son, si se desea,
esterilizados o mezclados con agentes auxiliares (e.g, conservantes,
estabilizantes, agentes humectantes, buffers, o sales) para influir en diversas
propiedades, tal como, por ejemplo, presion osmoética. Otras formas de
dosificacion topicas adecuadas incluyen preparaciones en aerosol pulverizables
en las que el ingrediente activo, preferiblemente en combinacion con un vehiculo
inerte sélido o liquido, se envasa en una mezcla con un volatil presurizado (e.g, un
propulsor gaseoso, tal como fredn) o en un frasco. Las cremas hidratantes o
humectantes también se pueden afiadir a las composiciones farmaceéuticas y
formas de dosificacion si se desea. Los ejemplos de tales ingredientes adicionales
son bien conocidos en el arte. Ver, e.g., Remintong’s Pharmaceutical Sciences,
18.sup.th Ed., Mack Publishing, Easton, Pa, (1990), e Introduction to
Pharmaceutical Dosage Forms, 42 ed., Lea & Febiger, Filadelfia, Pa. (1985). Las
formas de dosificacion adecuadas para tratar los tejidos de la mucosa dentro de la

cavidad oral pueden formularse como enjuagues bucales, o como geles orales, o
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como parches bucales, las formas de dosificacidon transdérmica adicionales
incluyen parches "tipo depdsito" o "tipo matriz", que se pueden aplicar a la piel y
dejado por un periodo de tiempo especifico para permitir la penetracion de una

cantidad deseada de ingrediente activo.

[00180] Los ejemplos de formas de dosificacion transdérmicas y métodos de
administracion que se pueden utilizar para administrar un antibiético
aminoglucdsido y/o compuesto que estimula la PMF, incluyen, pero no se limitan
a, los descritos en las patentes U.S. Nos.: 4.624.665; 4.655.767; 4.687.481;
4.797.284; 4.810.499; 4.834.978; 4.877.618; 4.880.633; 4.917.895; 4.927.687;
4.956.171; 5.035.894; 5.091.186; 5.163.899; 5.232.702; 5.234.690; 5.273.755;
5.273.756; 5.308.625; 5.356.632; 5.358.715; 5.372.579; 5.421,816; 5.466,465;
5.494.680; 5.505.958; 5.554.381; 5.560.922; 5.585.111; 5.656.285; 5.667.798;
5.698.217; 5,741,511; 5.747.783; 5.770.219; 5.814.599; 5.817.332; 5.833.647;
5.879.322; y 5.906.830, cada una se incorporan aqui por referencia en su

totalidad.

[00181] Los excipientes adecuados (e.g, vehiculos y diluyentes) y otros
materiales que se pueden utilizar para proporcionar formas de dosificacidon
transdérmicas y de la mucosa de los antibidticos aminoglucésidos y/o Compuestos
que estimulan la PMF descritos en el presente documento son bien conocidos por
los versados en las artes farmacéuticas, y dependera del tejido u érgano particular
al que se aplicara una composiciéon o forma de dosificacion farmacéutica dada.
Ademas, dependiendo del tejido especifico a tratar, los componentes adicionales
se pueden utilizar antes de, conjuntamente con, o después del tratamiento con un
antibiotico aminoglucésido y/o compuesto que estimula la PMF. Por ejemplo, se
pueden usar los mejoradores de la penetracion para ayudar en la entrega de los

ingredientes activos a o a través del tejido.
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[00182] En algunas implementaciones, las composiciones que comprenden un
antibiético aminoglucésido y/o Compuesto que estimula la PMF estan formulados
para ser adecuados para la administracién oral, por ejemplo como formas de
dosificacion discretas, tal como, pero no limitado a, tabletas (incluyendo, sin
limitaciones comprimidos ranurados o recubiertos), pildoras, comprimidos
oblongos, capsulas, comprimidos masticables, sobres con polvos, cachets,
pastillas, obleas, aerosoles, o liquidos, tal como, pero no limitado a, jarabes,
elixires, soluciones o suspensiones en un liquido acuoso, un liquido no acuoso,
una emulsion de aceite en agua o una emulsibn de agua en aceite. Tales
composiciones contienen una cantidad predeterminada de la sal
farmacéuticamente aceptable de los compuestos descritos, y se pueden preparar
por métodos de farmacia bien conocidos por los versados en el arte. Ver, en
general, Reminton’s Pharmaceutical Sciences, 18a ed., Mack Publishing, Easton,

Pa. (1990).

[00183] Debido a su facilidad de administracion, los comprimidos y las capsulas
representan las formas mas ventajosas de la unidad de dosificacion solida oral, en
cuyo caso se usan excipientes farmaceéuticos solidos. Si se desea, las tabletas se
pueden recubrir por técnicas acuosas o no acuosas estandar. Estas formas de
dosificacion se pueden preparar por cualquiera de los métodos de farmacia. En
general, las composiciones farmacéuticas y formas de dosificacidn se preparan
mezclando uniforme e intimamente el ingrediente activo con vehiculos liquidos,
vehiculos solidos finamente divididos, o ambos, y luego se da forma al producto en
la presentacién deseada si es necesario. En algunas implementaciones, las

formas de dosificacion oral no se utilizan para el antibiético aminoglucosido.
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[00184] Las formas tipicas de dosificacion oral de las composiciones que
comprenden un antibiético aminoglucésido y/o compuestos que estimulan la PMF
se preparan mediante la combinacion de la sal farmacéuticamente aceptable del
antibiético aminoglucésido y/o un compuesto que estimula la PMF, en una mezcla
intima con al menos un excipiente de acuerdo con técnicas de composicion
farmacéuticas convencionales, los excipientes puede tener una amplia variedad de
formas dependiendo de la forma de la composicion deseada para la
administracion. Por ejemplo, los excipientes adecuados para uso en formas de
dosificacion liquidas o en aerosol orales incluyen, pero no se limitan a, agua,
glicoles, aceites, alcoholes, agentes aromatizantes, conservantes y agentes
colorantes. Los ejemplos de excipientes adecuados para uso en formas de
dosificacion oral solidas (e.g, polvos, comprimidos, capsulas, y comprimidos
oblongos) incluyen, pero no se limitan a, almidones, azucares, celulosa
microcristalina, caolin, diluyentes, agentes de granulacién, lubricantes,

aglutinantes, y agentes desintegrantes.

[00185] Los aglutinantes adecuados para uso en las formulaciones
farmacéuticas descritas en este documento incluyen, pero no se limitan a, almidon
de maiz, almidon de patata, u otros almidones, gelatina, gomas naturales y
sintéticas tal como acacia, alginato de sodio, acido alginico, otros alginatos,
tragacanto en polvo, goma guar, celulosa y sus derivados (e.g, etil celulosa,
acetato de celulosa, calcio carboximetil celulosa, carboximetil celulosa de sodio),
polivinilpirrolidona, metil celulosa, almidon pre-gelatinizado, hidroxipropil metil
celulosa, (e.g, Nos. 2208, 2906, 2910), celulosa microcristalina, y mezclas de los

mismos.

[00186] Los ejemplos de rellenos adecuados para uso en las formulaciones

farmacéuticas descritas en este documento incluyen, pero no se limitan a, talco,
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carbonato de calcio (e.g, granulos o polvo), celulosa microcristalina, celulosa en
polvo, dextratos, caolin, manitol, acido silicico, sorbitol, almidén, almidén pre-
gelatinizado, y mezclas de los mismos. El aglutinante o relleno en las
composiciones farmacéuticas descritas en este documento estd presente
tipicamente en de aproximadamente 50 a aproximadamente 99 por ciento en peso

de la composicion farmacéutica.

[00187] Los desintegrantes se utilizan en las formulaciones farmacéuticas
orales descritas en este documento para proporcionar comprimidos que se
desintegran cuando se exponen a un ambiente acuoso. Se debe utilizar una
cantidad suficiente de desintegrante que no es ni muy poco ni demasiado para
alterar perjudicialmente la liberacion del ingrediente activo para formas solidas de
dosificacion oral de los antibidticos aminoglucdsidos y/o compuestos que
estimulan la PMF descritos en este documento. La cantidad de desintegrante
utilizado varia con base en el tipo de formulacién, y es facilmente discernible por
los versados en el arte. Los disgregantes que se pueden utilizar para formar
formulaciones farmacéuticas orales incluyen, pero no se limitan a, agar, acido
alginico, carbonato de calcio, celulosa microcristalina, croscarmelosa sodica,
crospovidona, polacrilina de potasio, glicolato de almidon soédico, almidon de
patata o tapioca, otros almidones, almidén pre-gelatinizado, arcillas, otras alginas,

otras celulosas, gomas y mezclas de los mismos.

[00188] Los lubricantes que pueden utilizarse para formar formulaciones
farmacéuticas orales del antibidticos aminoglucdsidos y/o compuestos que
estimulan la PMF descritos en este documento, incluyen, pero no se limitan a,
estearato de calcio, estearato de magnesio, aceite mineral, aceite mineral ligero,
glicerina, sorbitol, manitol, polietilenglicol, otros glicoles, acido estearico, lauril

sulfato de sodio, talco, aceite vegetal hidrogenado (e.g, aceite de cacahuete,

82



WO 2015031765 PCT/US2014/053425

aceite de semilla de algoddn, aceite de girasol, aceite de sésamo, aceite de oliva,
aceite de maiz y aceite de soya), estearato de zinc, oleato de etilo, laurato de etilo,
agar, y mezclas de los mismos. Los lubricantes adicionales incluyen, por ejemplo,
un gel de silice Syloide (AEROSIL® 200, fabricado por WR Grace Co. de
Baltimore, Md.), un aerosol coagulado de silice sintética (comercializado por
Degussa Co. de Piano, Tex.), CAB-O-SIL® (un producto de dioxido de silicio
pirdgeno vendido por Cabot Co. de Boston, Mass.), y mezclas de los mismos. Si
se usa en todo, los lubricantes se usan tipicamente en una cantidad de menos de
aproximadamente 1 por ciento en peso de las composiciones farmacéuticas o

formas de dosificacion en los que se incorporan.

[00189] En otras implementaciones, las formulaciones farmacéuticas libres de
latosa y formas de dosificacion son proporcionadas, en el que dichas
composiciones contienen preferiblemente poca, si alguna, lactosa u otros mono- o
di sacaridos. Tal como se utiliza en este documento, el término "libres de latosa"
significa que la cantidad de lactosa presente, si la hay, es insuficiente para
aumentar sustancialmente la velocidad de degradacidon de un ingrediente activo.
Las composiciones libres de lactosa de la descripcion pueden comprender
excipientes que son bien conocidos en el arte y se enumeran en la USP (XXI)/NF

(XVI), que se incorporan aqui por referencia.

[00190] Las formulaciones orales de los antibidticos arninoglucésido y/o el
compuesto que estimula la PMF, abarcan ademas, en algunas implementaciones,
las composiciones farmacéuticas y formas de dosificacion anhidras que
comprenden los antibiéticos aminoglucoésidos y/o los compuestos que estimulan la
PMF descritos como ingredientes activos en este documento, ya que el agua
puede facilitar la degradacién de algunos compuestos. Por ejemplo, la adicion de

agua (e.g, 5%) es ampliamente aceptada en las técnicas farmacéuticas como un
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medio de simular el almacenamiento a largo plazo con el fin de determinar
caracteristicas tal como la vida de estanteria o la estabilidad de las formaciones en
el tiempo. Ver, por ejemplo, Jens T. Carstensen, Drug Stability: Principles &
Practice, 379-80 (2nd ed., Marcel Dekker, NY, N.Y., 1995). Las composiciones
farmacéuticas y formas de dosificacion anhidras descritas en este documento se
pueden preparar usando ingredientes anhidros o que contienen baja humedad o
bajas condiciones de humedad. Las composiciones farmacéuticas y formas de
dosificacion que comprenden lactosa y al menos un ingrediente activo que
comprende una amina primaria o secundaria son preferiblemente anhidros si se
espera contacto sustancial con humedad y/o humedad durante la fabricacién,
embalaje, y/o almacenamiento. Las composiciones anhidras se envasan
preferiblemente usando materiales conocidos para evitar la exposicion al agua de
tal manera que puedan ser incluidas en los kits de formulacién adecuados. Los
ejemplos de envases adecuados incluyen, pero no se limitan a, lamina selladas
herméticamente, plasticos, envases de dosis unitaria (e.g, viales) con o sin

desecantes, paquetes de ampollas y paquetes de tiras.

[00191] En algunas implementaciones de los métodos descritos en este
documento, un antibiético aminoglucésido y/o el compuesto que estimula la PMF
se pueden, administrar directamente a las vias respiratorias en forma de un
aerosol o por nebulizacion. En consecuencia, para uso como aerosoles, en
algunas implementaciones, un compuesto antibiético aminoglucésido y/o yn
compuesto que estimula la PMF, se puede envasar en un recipiente de aerosol
presurizado junto con propelentes adecuados, por ejemplo, propelentes
hidrocarburos como el propano, butano, o isobutano con adyuvantes
convencionales. En otras formas de implementacion, el antibiético aminoglucésido
y/ el compuesto que estimula la PMF se puede administrar en una forma no

presurizada tal como en un nebulizador o atomizador.
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[00192] EI término "nebulizacion" es bien conocido en el arte para incluir la
reducciéon de liquido a un aerosol fino. Preferiblemente, mediante tal nebulizacién
se producen pequefias gotas liquidas de tamafio uniforme a partir de un cuerpo
mas grande de liquido de una manera controlada. La nebulizacién se puede lograr
por cualquier medio adecuado, incluyendo el uso de muchos nebulizadores
conocidos y comercializados en la actualidad. Como es bien sabido, cualquier gas
adecuado se puede usar para aplicar presion durante la nebulizacién, los gases
preferidos son aquellos que son quimicamente inertes frente a los antibidticos
aminoglucosidos y/o compuestos que estimulan la PMF descritos en este
documento. Los gases de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, nitrégeno, argén

o helio.

[00193] En otras implementaciones, un antibiético aminoglucésido y/o
compuestos que estimulan la PMF se pueden administrar directamente a las vias
respiratorias en forma de un polvo seco. Para uso como un polvo seco, un
antibidtico aminoglucésido y/o compuestos que estimulan la PMF se pueden
administrar mediante el uso de un inhalador. Los inhaladores de ejemplo incluyen

inhaladores de dosis medidas e inhaladores de polvo seco.

[00194] Las composiciones en polvo adecuadas incluyen, a modo de ilustracion,
preparaciones en polvo de un antibidtico aminoglucésido y/o compuesto que
estimula la PMF, bien mezclados con lactosa, u otros polvos inertes aceptables
para, por ejemplo, la administracion intrabronquial. Las composiciones en polvo se
pueden administrar via un dispensador de aerosol o encerradas en una capsula
rompible que puede ser insertada por el sujeto en un dispositivo que perfora la
capsula y sopla el polvo en una corriente estable adecuada para la inhalacion. Las

composiciones pueden incluir propelentes, agentes tensioactivos, y co-solventes y
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se pueden llenar en recipientes de aerosol convencionales que se cierran

mediante una valvula dosificadora adecuada.

[00195] Los aerosoles para la entrega al tracto respiratorio son conocidos en
el arte. Ver, por ejemplo, Adjei, A. y Garren, J. Pharm. Res, 1: 565-569 (1990);
Zanen, P. y Lamm, J-W. J. Int. J. Pharm., 114 111-115 (1995); Gonda, |I.
"Aerosols for delivery of therapeutic an diagnostic agents to the respiratory tract,"
en Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 6:273-313 (1990);
Anderson et al., Am. Rev. Respir. Dis, 140: 1317-1324 (1989)) y tienen un
potencial para la administracion sistémica de péptidos y proteinas, asi (Parten y
Platz, Advanced Drug Delivery Reviews, 8:179-196 (1992)); Timsina et
al., Int. J. Pharm, 101: 1-13 (1995); y Tansey, |. P, Spray Technol. Market, 4:
26-29 (1994); French, D. L., Edwards, D. A. y Niven, R. W, Aerosol Sci., 27:
769-783 (1996); Visser, J., Powder Technology 58: 1-10 (1989)); Rudt, S.y R.
H. Muller, J. Controlled Release, 22: 263-272 (1992); Tabata, Y, y Y. lkada,
Biomed. Mater, Res., 22: 837-858 (1988); Wall, D. A., Drug Delivery, 2, 10 1-20
(199%5); Patton, J. and Platz, R., Adv. Drug Del. Rev., 8: 179-196 (1992); Bryon, P.,
Adv. Drug. Del Rev., 5: 107-132 (1990); Patton, J. S., et al., Controlled Release,
28: 15 79-85 (1994); Damms, B. y Bains, W., Nature Biotechnology (1996); Niven,
R. W, et al., Pharm. Res., 12(9); 1343-1349 (1995); y Kobayashi, S., et al, Pharm,
Res, 13(1): 80-83 (1996), el contenido de todos los cuales se incorporan aqui por

referencia en su totalidad.

[00196] En algunas implementaciones, los ingredientes activos de las
formulaciones que comprenden antibioticos aminoglucésidos y/o Compuestos que
estimulan la PMF descritos en este documento, también pueden ser atrapados en
microcapsulas preparadas, por ejemplo, mediante técnicas de co-acervacién o

mediante  polimerizaciéon interfacial, por ejemplo, microcapsulas de
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hidroximetilcelulosa o gelatina y microcapsulas de poli(metiimetacrilato),
respectivamente, en sistemas coloidales de entrega de farmacos (e.g, liposomas,
microesferas de albumina, microemulsiones, namoparticulas y nanocapsulas) o en
macroemulsiones. Tales técnicas se describen en Remintong’s Pharmaceutical

Sciences 162 edicion, Osol, A. Ed. (1980).

[00197] En algunas implementaciones de estos aspectos, los antibidticos
aminoglucosidos y/o compuestos que estimulan la PMF se pueden administrar a
un sujeto por medio de liberacion controlada o retardada. ldealmente, el uso de
toda la preparacidon de liberacidon controlada disefiada Optimamente en el
tratamiento médico se caracteriza por un minimo de sustancia farmaco que se
emplea para curar o controlar la condicion en una cantidad minima de tiempo. Las
ventajas de las formulaciones de liberacion controlada incluyen: 1) ampliar la
actividad del farmaco; 2) trfivot la frecuencia de dosificacion; 3) mayor
cumplimiento del paciente; 4) uso menor de drogas totales; 5) reducir los efectos
secundarios locales o sistémicos; 6) reducir al minimo la acumulacién del farmaco;
7) reducir las fluctuaciones del nivel de la sangre; 8) mejorar la eficacia del
tratamiento; 9) reducir la potenciacion o la pérdida de actividad del farmaco; y 10)
mejorar la velocidad de control de las enfermedades o condiciones. (Kim, Cherng-
ju, Contolled Release Dosage Form Design, 2 (Technomic Publishing, Lancaster,
Pa.: 2000)). Las formulaciones de liberacion controlada se pueden usar para
controlar, por ejemplo, el comienza de la accion del antibiético aminoglucésido, la
duracion de la accién, los niveles plasmaticos dentro de la ventana terapéutica, y
los niveles maximos en sangre. En particular, las formas de dosificacion de
liberacion controlada o liberacion prolongada o las formulaciones se pueden
utilizar para garantizar que se consaiga la eficacia maxima del antibidtico
aminoglucdsido y/o el compuesto que estimula la PMF, a la vez que minimiza los

efectos adversos potenciales y problemas de seguridad, que pueden ocurrir tanto
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por debajo de la dosificacién de un farmaco (i.e., que va por debajo de los niveles
terapéuticos minimos), asi como que exceda el nivel de toxicidad para el

medicamento.

[00198] Se pueden adaptar una variedad de formas de dosificacion controlada o
prolongada conocidas, formulaciones o dispositivos para el uso con los antibioticos
aminoglucosidos y/o compuestos que estimulan la PMF descritos en este
documento. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a, los descritos en las
patentes U.S. Nos.: 3.845.770; 3,916,899; 3.536.809; 3.598.123; 4.008.719;
5.674.533; 5.059.595; 5.591,767; 5.120.548; 5.073.543; 5.639.476; 5.354.556;
5.733.566; y 6.365.185 B1; cada una de las cuales se incorpora en su totalidad en
este documento por referencia. Estas formas de dosificacion se pueden utilizar
para proporcionar liberacion lenta o controlada de uno o mas ingredientes activos
usando, por ejemplo, hidroxipropilmetilcelulosa, otras matrices poliméricas, geles,
membranas permeables, sistemas osmoéticos (como OROS® (Alza Corporation,
Mountain View, Calif. U.S.)), recubrimientos multicapa, microparticulas, liposomas,
o microesferas o una combinacion de los mismos para proporcionar el perfil de
liberacion deseado en proporciones variables. Ademas, se pueden usar los
materiales de intercambio id6nico para preparar formas de sal adsorbidas,
inmovilizadas de los compuestos descritos y por lo tanto efectuar la entrega
controlada del farmaco. Ejemplos de intercambiadores de aniones especificos
incluyen, pero no se limitan a, DUOLITE® A568 y DUOLITE® AP143 (Rohm &

Haas, Spring House, Pa. U.S.).

[00199] En algunas implementaciones de los aspectos, los antibidticos
aminoglucosidos y/o compuestos que estimulan la PMF para uso en las diversas
formulaciones terapéuticas y composiciones, y métodos de los mismos, descritos

en este documento, se administran a un sujeto mediante liberacion sostenida o en
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pulsos. La terapia en pulsos no es una forma de administracion discontinua de la
misma cantidad de una composicidn con el tiempo, sino que comprende la
administracién de la misma dosis de la composicion en una frecuencia reducida o
la administracion de dosis reducidas. Las administraciones de liberacion sostenida
o de pulsos son particularmente preferida en condiciones crénicas, ya que cada
dosis de pulso se puede reducir y la cantidad total de un compuesto, tal como, por
ejemplo, todos los antibiéticos aminoglucdsido administrados durante el curso del

tratamiento para el paciente se minimiza.

[00200] EIl intervalo entre pulsos, cuando sea necesario, se puede determinar
por un versado en el arte. A menudo, el intervalo entre pulsos se puede calcular
mediante la administracion de otra dosis de la composicion cuando la composicidon
o el componente activo de la composicidén ya no son detectable en el sujeto antes
de la entrega del siguiente pulso. Los intervalos también se pueden calcular a
partir de la vida media in vivo de la composicidén. Los intervalos podran calcularse
como mayor que la vida media in vivo, o 2, 3, 4, 5 y hasta 10 veces mayor que la
vida media de la composicion. Se describen varios métodos y aparatos para
composiciones pulsantes por infusion u otras formas de suministro al paciente, en

las patentes U.S. Nos.: 4.747.825; 4.723.958: 4.948.592; 4.965.251 y 5.403.590.

[00201] En algunas implementaciones, las preparaciones de liberacidon
sostenida que comprenden los antibidticos aminoglucésidos y/o compuestos que
estimulan la PMF se pueden preparar. Los ejemplos adecuados de preparaciones
de liberacién sostenida incluyen matrices semipermeables de polimeros
hidrofobicos sélidos que contienen el inhibidor, en el que las matrices estan en la
forma de articulos hechos, e.g., peliculas, o microcapsulas. Ejemplos de matrices
de liberacion sostenida incluyen poliésteres, hidrogeles (por ejemplo, poli

(metacrilato de 2-hidroxietilo), o poli (vinillalcohol), polilactidas (Patente U.S. No.
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3.773.919), copolimeros del acido L-glutamico y L-glutamato de etilo, etileno vinilo
acetato no degradable, copolimeros degradable de acido lactico-acido glicdlico
tales como el LUPRON DEPOT (microesferas inyectables compuestas del
copolimero acido lactico-acido glicolico y acetato de leuprolido), y acido poli-D- (-)-

3-hidroxibutirico.

[00202] Las formulaciones que comprenden los antibioticos aminoglucésidos y/o
compuestos que estimulan la PMF descritos en este documento, que se utilizaran
para la administracién in vivo estan preferiblemente estériles. Es decir, ya
acabadas por filtracion a través de, por ejemplo, membranas de filtracion estériles,

y otros métodos conocidos por un versado en el arte.

[00203] Los siguientes ejemplos de métodos que se utilizaron para demostrar la
fuerza protén-motriz inducen metabolitos aminoglucdsidos potenciados contra las
persistencias bacterianas, y se pueden utilizar, por ejemplo para identificar
ademas los compuestos que estimulan la PMF y adyuvantes para uso en los

métodos y composiciones descritos en este documento.

EJEMPLOS

[00204] La resistencia a los antibidticos se esta convirtiendo en un desafio
meédico importante. Los datos recopilados de la European Antimicrobial Resistance
Surveillance Network (EARS-Net) 2005-2010 muestran un descenso sin
obstaculos de la susceptibilidad antimicrobiana de los patégenos mas importantes
de toda Europa. La resistencia a la aminopenicilina observada en
enterobacteriaceae, resistencia a la meticilina en S. aureus, y la aparicion de
resistencia al glicopéptido en enterococci son algunas de las principales

preocupaciones. La situacién es aun mas grave teniendo en cuenta el ritmo lento
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de la quimica médica para producir nuevas sustancias antimicrobianas. Como una
consecuencia ejemplar, los carbapenemas siguen siendo la ultima clase de
antimicrobianos cuando se trata de [-lactamasas de espectro expandido o
microbios portadores de ESBL. La aparicidén de resistencias a los carbapenémicos
allana el camino a la "era post-antibiéticos". Clasicamente los mecanismos
descritos para la resistencia incluyen mutaciones del DNA que alteracién los
objetivos del antibidtico (quinolonas y rifampicina) y la transferencia horizontal de

genes (e.g, B-lactamasas).

[00205] Sin embargo, un mecanismo cada vez mas reconocido inicialmente
identificado por Bigger es la "persistencia" (también llamado "tolerancia"). La
persistencia se define como células dentro de una poblacion bacteriana de
antecedentes genéticos compartidos que entran en un estado metabdlico reducido
o estado latente, que muestra susceptibilidad reducida a los antibidticos. Estas
células son llamadas persistencias. Este fenotipo no es fijo ni hereditario y la
persistencia puede volverse espontaneamente al estado normal o activo. En la
presencia de la presion antibidtica, las persistencias son favorecidas y sobreviven
mas tiempo; a través del estrés repetido de antibidticos, que pueden dar lugar, en
ultima instancia, a través de mutagénesis o transferencia horizontal de genes, a
células resistentes. Las persistencias también han sido implicadas en la formacion
de biopeliculas (infeccion de cuerpo extrafio) y las infecciones cronicas. Hasta la

fecha, sin embargo, no existe una estrategia antimicrobiana contra ellos.

[00206] La fibrosis quistica (CF) es un ejemplo clinico relevante para la
persistencia. La enfermedad genética letal mas comun entre los caucasicos, con
una frecuencia de 1 en 2000 a 3000 nacidos vivos. Es un trastorno autosémico
recesivo debido a mutaciones en el gen de la fibrosis quistica transmembrana

reguladora de la conductancia (CFTR), que actua entre otros como un canal de
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cloruro. El transporte alterado de cloruro y otros iones afectados por CFTR (sodio
y bicarbonato predominantemente), conduce a las secreciones viscosas en los
pulmones, el pancreas, el higado, el intestino y el tracto reproductivo que alteran
su funcion, y al aumento del contenido de sal en las secreciones de las glandulas
sudoriparas, el aclaramiento impedido de secreciones viscosas en los pulmones

hace los pacientes propensos a la infeccién cronica.

[00207] Actualmente, la principal carga de los pacientes CF es complicaciones
respiratorias que representan mas del 80% de los casos de mortandad
relacionadas con la CF. La morbilidad pulmonar de un paciente CF depende en
gran medida de episodios infecciosos pulmonares. La colonizacion por P.
aeruginosa de la via pulmonar alterada, un entorno ideal para la bacteria, se
correlaciona con una aceleracion de la disminucién de la funcion pulmonar vy
representa una causa principal de mortandad. La persistencia P. aeruginosa esta
bien documentada y se cree que desempefia un papel importante en la infeccidon
crénica en pacientes con CF. Inicialmente, las Pseudomonas crecen en las vias
respiratorias como una cepa no mucoide que puede ser erradicada, sin embargo,
con infeccion cronica, las células de Pseudomonas adoptan progresivamente un
metabolismo de persistencia formando colonias mucoides y variantes de colonias
pequefnas (SCV) llegando a ser muy dificil de erradicar. La P. aeruginosa SCV en
pacientes -CF se correlaciona con el desarrollo de resistencia a los antibidticos. La
acumulacion de mutaciones en los genes asociados a resistencia puede dar lugar
a cepas para las que no hay practicamente ninguna opcion terapéutica izquierda.
Ademas, hay un beneficio de supervivencia para los pacientes restantes
pronunciado libre de P. aeruginosa, por lo que su erradicacion es un objetivo

terapéutico altamente relevante.
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[00208] Los contenidos de los cuales se incorporan por referencia en su
totalidad en este documento y, en parte, en la PCT/US12/36492, son los métodos
para la identificacion de productos del metabolismo intermediario que potencian

los antibidticos en las infecciones bacterianas.

[00209] Entre los metabolitos analizados, los componentes del TCA fuera de la
via alternativa del glioxilato resultaron mas efectivos. La 3-oxidacién derivada de
propionato recapitula las gripes de algun efecto, ya que puede entrar en el ciclo de
Krebs a nivel succinilCoA. Por ultimo, la glucosa, gluconato y piruvato, como
miembros de la via Entner-Doudoroff muestran niveles variables de eficiencia. Los
miembros de la Embden Meyerhof (manitol y fructosa) no son eficientes, lo que es

consistente con la ausencia en Pseudomonas de 6-Fosfofructokinasa.

Métodos

[00210] Erradicacién de células persistentes

[00211] Las células madre congeladas se cultivan durante la noche a 37°C,
después de lo cual una sola unidad formadora de colonia (CFU) se cultiva en
caldo Luria-Bertani (LB) a 300 r.p.m. y 80% de humedad a una densidad optica a
600 nm (OD600) de 0,3. Las células luego se diluyen 1: 1,000 en 25 ml de LB y se
cultivan durante 16 horas a 37°C, 300 r.p.m, y 80% de humedad en frascos de 250
ml. La ciprofloxacina se afiade en una concentracion de 5 mg/l a los cultivos antes
mencionados por 4 h. Después, las células se lavan y se centrifugan a 5000 rpm
durante 15 minutos. A continuacion, las muestras se lavan con 20 ml de PBS 1x
filtrado y de nuevo se centrifugan a 5000 rpm durante 15 nims y se re-suspenden
en medio minimo M9. Las fuentes de carbono y antibidticos (tobramicina 40mg/l)

se anaden y las muestras se incuban a 37°C, 300 r.p.m., y 80% de humedad.
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[00212] En los puntos de tiempo especificados, se retiraron alicuotas 10-ul de
células, se diluyeron en serie y se sembraron (splot-plated) sobre placas de agar
LB para determinar las unidades formadoras de colonias por ml (c.f.u.ml/l). La
concentracion de las fuentes de carbono se normalizé para entregar 60 mM de
carbono (e.g, glucosa 10 mM, fumarato 15 mM, piruvato 20 mM, etc.), los
sobrevivientes se enumeraron por alicuotas de 10 pl en placas con diluciones
seriadas tomadas desde 1 ml centrifugado y lavado con PBS (AB restante).
Solamente se contaron las diluciones que rindieron 4-40 colonias. La
supervivencia se determiné dividiendo el c.f.u. ml -1 de una muestra en cada punto
de tiempo inicial por el c.f.u. ml-1 para esa muestra. Los resultados muestran una

mortandad mejorada de 1000-10000 veces (FIGs.1A-1b).

Erradicacion de células en fase estacionaria.

[00213] Las células madre congeladas se cultivan durante la noche a 37°C,
después de lo cual una sola unidad formadora de colonia (CFU) se cultiva en
caldo Luria-Bertani (LB) a 300 r.p.m. y 80% de humedad a una densidad éptica a
600 nm (OD600) de 0,3. Las células luego se diluyen 1: 1,000 en 25 ml de LB y se
cultivan durante 16 horas a 37°C, 300 r.p.m, y 80% de humedad en frascos de 250
ml. Las células luego se lavan (velocidad 5000 rpm (Centrifuga Thennofisher)
durante 15 mins. a continuacién, las muestras se lavan con 20 ml de PBS 1x
filtrado (de nuevo velocidad de 5000 rpm durante 15 minutos) y se resuspenden
en medio minimo M9. Se afadieron fuentes de carbono y antibiéticos (tobramicina

40mg/l) y las muestras se incubaron a 37°C, 300 r.p.m. y 80% de humedad.

[00214] En los puntos de tiempo especificados, se retiraron alicuotas de 10 i

de células y se lavaron con PBS, diluido en serie y se detectaron en placas sobre

agar LB para determinar las unidades formadoras de colonias por ml (c.f.u. ml-1).
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Las concentraciones de las fuentes de carbono se normalizaron para entregar 60
mM de carbono (e.g, glucosa 10 mM, fumarato 15 mM, piruvato 20 mM, etc.). Los
sobrevivientes se enumeraron por alicuotas de 10 pl en placas con diluciones
seriadas tomadas desde 1 ml centrifugado y lavado con PBS (AB restante).
Solamente se contaron las diluciones que rindieron 4-40 colonias. La
supervivencia se determiné dividiendo el c.f.u. ml -1 de una muestra en cada punto
de tiempo inicial por el c.f.u. ml-1 para esa muestra. Los resultados muestran una

mortandad mejorada de 10000-100000 veces (Fig. 2A-2B).

Antibidéticos y productos quimicos

[00215] En este estudio se utilizaron las siguientes concentraciones de
antibidticos; 10 pg ml' gentamicina, 30 yg ml' Kanamicina, 50 ug ml!
estreptomicina, 5 uyg ml-' ofloxacina, 100 yg ml- ampicilina, 40 ug ml-! tetraciclina,
50 yg ml' cloramfenicol, 100 ug ml' espectinomicina, 20 ug ml-' cabonilcianuro
m-clorofenil hidrazona (CCCP); se utiliz6 en los experimentos para suprimir la
fuerza protén-motriz. El cianuro de potasio 1mM se utilizé para inhibir la
respiracion aerobica. Se hizo una soluciéon madre de CCCP, en dimetilsulfoxido a
500 uM y se almaceno a 4°C. Todos los antibidticos y productos quimicos se

adquirieron de Sigma y Fisher.

Cepas

[00216] Las cepas parentales utilizadas en este estudio fueron E. coli (K 12
EMG 2 y S. aureus (ATCC 25923). Todos los E. coli nocaut (ver Tabla 2) fueron
transducidos en la cepa EMG2 a partir de cepas de la coleccion KEJO nocaut
utilizando el método del fago P1. Todas las cepas se curaron usando pCP20 y

procedimientos estandar de laboratorio antes de su uso en ensayos.
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Ensayos de persistencia

[00217] Para los ensayos de persistencia con E. coli, las muestras se cultivaron
hasta la fase estacionaria como se describid anteriormente. Los cultivos se
trataron durante 4 horas con ofloxacina 5 yg ml' en las condiciones de
crecimiento establecidas anteriormente. Trabajos previos demostraron que el
tratamiento durante 3 h bajo estas condiciones elimina todas las células no

persistentes susceptibles?®.

Captacioén de rojo Texas por gentamicina

[00218] EI complejo rojo Texas-Gentamicina se hizo como se ha descrito
anteriormente?’. 4 °C, se disolvio 1 mg de rojo Texas (invitrogen en 50 ul de N,N
dimetilformamida anhidra de alta calidad. El rojo Texas disuelto se agregd
lentamente a 2.3 ml de solucién de gentamicina 10 mg ml-' en K2CO3 100mM a

4°C.

[00219] La captacidn de rojo Texas gentamicina inducida por las fuentes de
carbono en las células en fase estacionarias se determiné mediante la adicion de
fuentes de carbono concentradas (ver seccion sobre medio y condiciones de
crecimiento para las concentraciones) para los cultivos en fase estacionaria y la
incubacion de los mismos durante 30 minutos a 37°C, 300 rpm, y 80% de
humedad. Luego se anadié el rojo Texas gentamicina concentrado a una
concentracion final de 10 ug ml-' y las muestras se incubaron por 5 min. Luego se
lavaron 100 pl de cada muestra con 1 ml de PBS y se resuspendieron en 1 ml de
PBS. Después se anadieron 200 ul de la muestra resuspendida a 800 pl de PBS
en tubos de flujo. Las muestras fueron analizadas en un citometro de flujo BD

FACS Aria Il con las siguientes condiciones: Voltaje mCherry, 650 V: umbral de
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FSC, 1000; eventos registrados, 100.000; eventos mCherry de salida cerrada,

<30.

Mediciones de potencial de membrana

[00220] EI KIT DE POTENCIAL DE MENBRANA BACTERIANA DE FONDO
BACLIGHT (B34950, Invitrogen) se puede utilizar para evaluar el cambio en la
fuerza proton-motriz inducida por los metabolitos. ElI potencial de membrana
inducida por fuentes de carbono en células en fase estacionaria se puede
determinar mediante la adicion de fuentes de carbono concentradas (ver seccion
de medios y condiciones de crecimiento para concentraciones) y 10 ul de DiOC2
(3) (tincidbn de membrana) a cultivos en fase estacionaria, seguido de incubacién
durante 30 min a 37°C, 300 rpm, y 80% de humedad. Se afiadieron 10 pl de los
cultivos a 1 ml de PBS en tubos de flujo inmediatamente antes del andlisis. Las
muestras pueden ser analizadas en un citometro de flujo BD FACS Aria Il con los
ajustes optimizados de acuerdo con el manual del kit Baclight. Los ajustes que se
pueden utilizar son: Voltaje FITC, 250 V: Voltaje mCherry, 650 V; umbral FSC,
1000; eventos registrados 100.000. FSC y SSC, los valores extremos fueron
cerrados mediante inspeccién visual antes de la adquisicion de datos, se
determinaron y normalizaron los valores de rojo/verde (mCherry/FITC) para cada
célula, a continuacién, en comparacion se compararon con las muestras sin

metabolitos para determinar el cambio relativo en la PMF.

Experimentos anaerobios

[00221] La Escherichia coli se cultivd en una ODgg de 0,3, después se diluyo 1:

1000 en 25 ml de LB anaerdobico NaNO3; 10 mM y se cultivaron durante 16 horas a

37°C, 200 r.p.m, 1,5-2,0 de hidrégeno y <50 p.p.m. de oxigeno en frascos de 250
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ml. Los cultivos se trataron a continuacién con una fuente de carbono y metabolito
en presencia o ausencia de un NaNO; adicional 10 mM. Se afiadié el NaNOj para
determinar si incrementando la concentracion del aceptor terminal de electrones

podria aumentar la potenciacién del aminoglucdsido.

Ensayo de Biopelicula

[00222] Se diluyeron en LB cultivos que crecieron durante la noche 1: 200 en LB
precalentado que luego se agrego a las placas MBEC (Innovotech) a 150 pl por
pozo. Las placas se incubaron a 35°C, 150 r.p.m., por 24 h., a continuacion, se
lavaron las clavijas en una placa de microtitulacién con 200 pl de PBS 1x por pozo.
Las clavijas luego se agregaron a una placa de microtitulacion que contiene 200 pl
de sales minimas M9 (para E. coli) o filtrado esteril de los medios de la fase
estacionaria (para S. aureus, ademas de una fuente de carbono y antibidticos. Las
placas se incubaron a 35°C, 150 r.p.m. por 4 h, las clavijas se lavaron dos veces
en placas de microtitulacion con 200 yl de PBS 1x por pozo. Para desalojar las
células de la biopelicula, las clavijas se colocaron en una placa microtituladora de
145 pl de PBS 1x por pozo y se sometieron a ultrasonidos en un bafno de agua
durante 30 minutos a 40 kHz. Las diluciones seriales y las sembradas (splot-
plated) se realizaron para determinar las c.f.u. viables por clavija. Para la
determinacién de la dependencia de la eliminacion de la biopelicula de E. coli con
el pH, se llevo a cabo el procedimiento anterior en sales M9 tamponadas a un pH
apropiado con acido citrico, en oposicion a KH2PO que es usado tipicamente para

M9. Ensayo de infeccidn crénica del tracto urinario del raton.

[00223] Los ratones hembra Charles River BALB/e (con un peso 22-26 Q)

recibieron implantacion quirurgica en el tracto urinario de tubos de catéter PE50 de

6 mm que habian sido incubados en cultivos de E. Coli uropatogénica por 24 h
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para formar biopeliculas. Después de 48 h de cirugia, los ratones recibieron, bien
sea ningun tratamiento o tratamiento dos veces al dia, por via intravenosa con
gentamicina (1 mg kg') o manitol (1,5 g kg-') mas gentamicina (1 mg kg-') durante
3 dias. En cada grupo se incluyeron siete u ocho ratones. 24 h después del
tratamiento se extrajo el tubo del catéter para determinar la viabilidad de la
biopelicula y se retiraron los rifiones para determinar la carga bacteriana, los
materiales de ratdon fueron proporcionados por ViviSource Laboratories, una
instalacion aprobada por el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos y
por la Oficina de Bienestar de los Animales de Laboratorio, donde se realizé todo
el trabajo experimental in vivo. El estudio se hizo de acuerdo con el cuidado

animal institucional de ViviSource y las politicas y normas de procedimiento.

Analisis de microarreglos de Stafilococcus aureus

[00224] Los datos de los microarreglos en bruto (Archivos .CEL;) para dos fases
exponenciales (GSM524189, GSM 524193) y dos fase estacionarias (GSM
524362, GSM 524363) de cultivos S. aureus se descargaron del Gene Expresiion
Omnibus (GEO) series GSE20973 (Majerczyk, C.D et al los blancos directos de
CodY en Staphylococcus aureus, J. Bacteriol. 192, 2861-2877 (2010); Majerczyk,
C.D. et al blancos directos de CodY en Staphylococcus aureus J. Bacteriol, 192,
2861-2877, (2010)). Los datos fueron procesados con RMA expresp usando ajuste
de fondo, normalizacién cuartil y resumen perfeccionado de la mediana) para
calcular los valores de la expresidon RMAs3g. Los valores promedio de expresion se
calcularon para los datos de la fase exponencial y la fase estacionaria y los
cambios relativos de repeticion (estacionaria/exponencial) se reportan en la tabla

3.
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Software

[00225] Se utiliz6 MATLAB (Marhworks) para procesar los datos citometricos de
flujo. Para el andlisis de datos de microarreglos y generar mapas de calor a escala
utilizando la funcion de imagenes. Se utiliza Microsoft Excel para trazar ensayos

de supervivencia.

Tabla 1: Enzimas inactivadas para determinar la fuente de generaciéon de

NADH.
Equivalente de
Enzima Gen(es)
reduccion
Glucosa 6-fosfato-1-deshidrogenasa Zwf NADPH*
6-fosfofructoquinasa pfkA pfkB NADH
Citrato/metilcitrato sintasa gltA prpC NADH
Piruvato deshidrogenasa acekE NADH

* EI NADPH se puede convertir en NADH por la piridina nucleétido transhidrogenasa (sthA)

Tabla 2: Primers de chequeo para cepas genéticas nocaut

Gen Primers hacia delante Primers inverso

milld  CTCCTCACGGAGAGGGTTT (SEQ ID NO: 1) TCAAGCACACGGTTTTCAAA (SEQ D NO: 2)

zwf COTAATCOCACGOUOTOOATAA (SEQ IDNO: 3) TTATGACTGAAACGCCTGTAACCG (SEQ ID NO: 4)

pfkd CCAGGOAGGOTAAACGGTCTATG (SEQ ID NO: 5) GGTTTCAGGGTAAAGGAATCTGCC (SEQ ID NO: 6)

pfkB ATTTCTTCACTTTCCGCTOGATTCG (SEQ ID NO: 7) ATTTCCCTCATCATCCGTCATAGTG (SEQ 1D NO: 8)

poxB TGGTCGGGTAACGGTATCAC (SEQ D NO: 9) ACCGTTAGTGCCTCCTTTCTCT (SEQ 1D NO: 10)

el TAAAGCCAGGTTGATGTGCGAA (SEQ ID NO: 11) AAGTATTGGGTTGCTGATAATTTGAGC (SEQ ID NO:

;’”'ﬁ(-‘ GACCCTACAAATGATAACAATGACGAGG (SEQ  12) GACGATATCAACGATTTCACGATCAAA (SEQ ID

aceE D NO:1 3y GTGAGOGTTCTCTGCGTCGTCT (SEQ NO: 14) TCTCTTTCACGGTGCCAGCAA (SEQ ID NO: 16)

ID NO: 15) TTCCCGTAAAATGCCCACAC (SEQID TAATGCCAGCGATCGTAACC (SEQ ID NO: 18)

NO: 17)

cydB GCCCAAGCAGCCTGAAAA (SEQ ID NO: 19) CGGTGATTACCCCAAACGAA (SEQ ID NO: 20)

appli TGCAGAAATATGCCCGTCTG (SEQ ID NO: 21)  AGGGTGGAGAGCGAACACAT(SEQ ID NO: 22)
ndh UL .MMMM ATTITCATIGCTGTA GEQID. ;4 1 CGCGCTGTTCCTCAAG (SEQIDNO: 24)

nuof TGTCCTTCGGCTGGAAAATC (SEQ ID NO: 25) CTCGCAAGGTCGUCAAGTATG (SEQ 1D NQO: 26)

kanR GOGTCCGCCACACCCAGCC (SEQ ID NO: 27)

cvod
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Tabla 3: Regulaciéon del pliegue de la fase estacionaria de los

transportadores de metabolitos.

Nombre # de Acceso ERepIicad9 Replicadf) Repl_icado_ Repl_icado_ Vg:;ii(le L
del Gen UniProt xponencial | Exponencial | Estacionario | Estacionario Extacionario/ Descripcion
1 2 1 2 c
Potencial
Q5HF29, EZ?gtlgﬁsferasI?
Crr P60856, 100.18 107.50 120.26 131.12 1.21 especifica de
P60857 P
glucosa
Cobenene %
ptsG Q7A807, 233.59 218.12 72.59 60.48 0.29
EIICBA glucosa
Q99X32 i
especifico.
Componente del
Q5HEA48, .
miA | Q7A4B3. 5.59 4.61 3.21 3.28 0.64 | Sistema  PTS-
Q99SA3 manitol
especifico EIICB
Componente de
Q5HEA46, la enzima
mtlF POAOD?7, 23.64 16.75 14.62 23.53 0.94 fosfotransferasa
POAOD8 I A manitol
especifica
componente
Q5HCQ6, )
SACOL | 07374, 8.93 8.18 206.91 150.47 2088 | IABC  sistema
2662 PTS fructosa-
Q99QZ7 .
especifica

Resumen de Resultados

[00226] Los aminoglucdsidos son el pilar de la supresion cronica CF y parte del
tratamiento de las exacerbaciones pulmonares agudas. Sin embargo, requieren el
transporte activo para su entrada en la célula y por lo tanto tienen una débil
actividad frente a células latentes como las células plancténicas de Pseudomonas
o persistentes, sin embargo, recientemente se mostr6 en E. coli que los

aminoglucosidos se podrian potenciar por estimulacion metabdlica.

[00227] Hemos probado si la estimulacion metabolica podria potenciar los
aminoglucosidos contra las Pseudomonas persistentes. Tenemos pruebas de
metabolitos de las vias Entner-Doudoroff, la via Pentosa, asi como los
componentes del ciclo del acido tricarboxilico (RCA) y un conector entre la R-
oxidacion y el TCA que podria restaurar la mortandad aminoglucésidos de las

celulas persistentes. Las persistentes se aislaron a partir de células en fase
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estacionaria profunda a través de la seleccion ciprofloxacina y se resuspendieron
en medio minimo que contiene la fuente de carbono especifica. La concentracion
de la fuente de carbono se normalizé para entregar 60 mM de carbono (en forma

de fumarato que contiene 4 atomos de carbono, se administréo a 15 mM).

[00228] La tobramicina se potencié por fuentes de carbono especificas de la
ruta Entner-Doudoroff y el ciclo TCA (Fig. 1), pero no de las vias de Pentosa. En
consonancia con el hecho que la Pseudomonas no tiene 6-fosfofructoquinasa las
molecules de la via Embden-Meyerhof no tuvo ningun efecto. Los mas potentes
metabolitos fueron succinato y fumarato, que se encuentran en una posicion en el
exterior del TCA de la desviacion del glioxilato. Sin desear estar limitado por la
teoria, estos datos indican que la derivacion glioxilato en P. aeruginosa juega un
papel en la derivacién de las fuentes de carbono fuera del TCA para disminuir la
tasa metabdlica y serian consistentes con las observaciones en Micobacterias
tuberculosis que isocitrato liasa es critica para la persistencia in vivo. También
documentamos la cinética de esta potenciacion y se probo si otras clases de
antibioticos bacterianos (R-lactamas y quinolonas se potenciaron pero solo se

encontro una potenciacion marginal (Fig. 1).

[00229] Como se menciond anteriormente, las células de Pseudomonas en fase
estacionaria planctonicas son soélo débilmente sensibles a aminoglucosidos.
Nosotros probamos si nuestra mejor fuente de carbono utilizada (i.e., fumarato)
podria potenciar la tobramicina persistente y se encontré que (1) las dosis
crecientes de fumarato conducen al aumento de la mortandad de las células para
una dosis dada de Tobramicina (FIG. 2B) y que (2) para una dosis creciente dada
de fumarato la tobramicina también conducen a un aumento de mortandad (Fig.

2A).
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[00230] Entre los metabolitos probados, los componentes del TCA fuera de la
via alternativa del glioxilato probaron ser los mas efectivos. El propionato
recapitulado derivado de la B-oxidacion tiene algun efecto, ya que puede entrar en
el ciclo TCA al nivel succinilCoA, Por ultimo, la glucosa, el gluconato y el piruvato,
como miembros de la via Entner-Doudoroff mostraron niveles variables de
eficacia. Es de destacar que los miembros de la via Embden-Meyerhof (Manitol y
fructosa) no fueron eficientes, lo que es coherente con la deficiencia en las

Pseudomonas de la 6-fosfofructokinasa.

[00231] Se demostrd la potenciacion de los animoglucosidos con base en
metabolitos de las células en fase estacionaria P. aeruginosa. La FIG. 3A muestra
que la seleccion de los compuestos del metabolismo intermediario se hizo para
evaluar la potenciacién de la tobramicina (TBR), incluyendo la glicdlisis, la via de
Pentosa, el ciclo del acido tricarboxilico, que comprende la derivacion del glioxilato
y los compuestos fuera de él, asi como un enlace con la R-oxidacion. La FIG. 3B
muestra la supervivencia en CFU por ml para las células no tratadas (sin AB) y las
células tratadas con tobramicina (TBR) en una concentracion de 40 [mg/l], sin
fuente de carbono (CTRL), o ribosa (RIB), arabinosa (ARA), fructosa (FRU),
manitol (MAN), glucosa (GLC), gluconato (GLN), piruvato (PRV), acetato (ACE),
oxaloacetato (OXA), citrato (CIT), glioxilato (GLX), alfa-cetoglutarato (aKG),
succinato (SUC), fumarato (FUM), y propionato (PRP), mpentse en fase
estacionaria, las concentraciones de fuentes de carbono fueron emparejados para
tener 60 mM de carbono. La FIG. 3C muestra los efectos de fumarato (FMR) y
glioxilato (GLX) que fueron comparados sin fuente de carbono con una dosis mas
alta de tobramicina (320 [mg/l]). La FIG. 3D muestra la cinética de potenciacion de
la tobramicina por fumarato (FMR) en comparacion a la tobramicina sola, el
fumarato solo o sin tratamiento. La FIG. 3E muestras las curvas de respuesta a la

dosis de las células persistentes sin antibidtico o con dosis fijas de la tobramicina
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(TBR) a una concentracién de [40mg/L] se graficaron para dosis crecientes de
fumarato (FMR) en comparacion con solo fumarato. La FIG. 3F muestra la
respuesta dependiente de la dosis a la tobramicina en presencia o ausencia de

fumarato.

[00232] Se demostro la potenciacion de los animoglucosidos con base en P.
aeruginosa persistente. La FIG. 4A muestra el establecimiento de persistencia por
seleccidon de la ciprofloxacina; las condiciones incluyen, sin tratamiento (linea de
color negro, @), 5 mg/l™, 10 mg/l (a), 20 mg/| (™. 40 mg/l (® de ciprofloxacina. La
Fig. 4B muestra un panel de metabolitos que también se ensayo para la
potenciacion de la tobramicina (TBR) en una concentracion de [40 mg/l], sin fuente
de carbono (CTRL), o ribosa (RLB), arabinosa (ARA), fructosa (FRU), manitol
(MAN), glucosa (GLC), gluconato (GLN), piruvato (PRV), acetato (ACE),
oxaloacetato (OXA), citrato (CIT), glioxilato (GLX), alfa-cetoglutarato (aKG),
succinato (SUC), fumarato (FUM), y propionato (PRP). Las concentraciones de las
fuentes de carbono fueron emparejadas para tener 60 mM de carbono. La FIG. 4C
muestra la cinética de la potenciacion de la tobramicina por fumarato (FMR) en
comparaciéon a la tobramicina. La FIG. 4D muestra las curvas de respuesta a la
dosis de las células persistentes sin antibidtico o con dosis fijas de la tobramicina
(TBR) a una concentracion de [40 mg/L] graficadas para dosis crecientes de
fumarato (FMR) en comparacion con solo fumarato. La FIG. 4E muestra la
respuesta dependiente de la dosis a la tobramicina en presencia o ausencia de

fumarato.

[00233] La también se muestran la potenciacion en contextos clinicos
relevantes. Las Figs. 5A-5B Muestran las curvas de mortandad para células en
fase estacionaria de pacientes CF derivadas de cepas no mucoides tratadas con

dosis crecientes de la tobramicina y sin fuentes de carbono (CTRL), el fumarato
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(FMR) o piruvato (PRV). La FIG. 5C muestra las mismas curvas de mortandad con
un paciente CF derivada de cepas no mucoides. La FIG. 5D muestra las mismas
curvas de mortandad con una cepa derivada de pacientes CF con un alto perfil de
resistencia a los antibioticos. La FIG. 5E muestra la mortandad antibiotica de
biopeliculas con tobramicina (TBR) sin fuente de carbono adicional (CTRL) o

fumarato (FMR).

[00234] También se muestra la potenciacién de las fuentes de carbono que
provocan aumento en la absorcion de la tobramicina a través de la acumulacién
PMF. La FIG. 6A muestra las medidas con base en la cartometria de flujo de la
tobramicina etiquetada con fluorescencia en células PAO1, tratadas
respectivamente, con fumarato (FMR), piruvato (PRV), glioxilato (GLX) o sin
tratamiento (CTRL). La FIG. 6B muestra la medicion de la tasa de consumo de
oxigeno (OCR) de las células PAO1 tratadas respectivamente con fumarato
(FMR), piruvato (PRV), glioxilato (GLX) o sin tratamiento (CTRL). La FIG. 6C
muestra la evaluacion de la criometria de flujo de la absorcion de la tobramicina en
ausencia o presencia de un inhibidor de PMF (NaN3). La FIG. 6D muestra la
evaluacion mediante el ensayo de supervivencia del impacto de varios inhibidores
de PMF en la letalidad de la tobramicina en fase estacionaria tratada con fuentes

de carbono.
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Clarke, Modet & C°

COLOMBIA

P-11424

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA' Y COMERCIO
DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES
E. S. D.

Re:  Expediente No. 16-058.124
Solicitud de patente a nombre de TRUSTEES OF BOSTON
UNIVERSITY y THE GENERAL HOSPITAL CORPORATION

Yo, CAROLINA DAZA MONTALVO identificada como aparece al pie de mi firma,
domiciliada en la Carrera 11 No. 86-53, piso 3, obrando como apoderada de las
sociedades TRUSTEES OF BOSTON UNIVERSITY y THE GENERAL
HOSPITAL CORPORATION, domiciliadas en Boston, Massachussets, Estados
Unidos de América, solicitantes de la patente de la referencia, en respuesta al oficio
No. 13664 notificado el 20 de septiembre de 2017, relacionado con concepto técnico
de fondo, y para el cual solicité oportunamente prorroga el pasado 12 de diciembre

de 2017, atentamente me permito manifestar:
1. Modificacion al Titulo de la Solicitud

Siguiendo las amables indicaciones del examinador, se ha modificado el Titulo de la

Solicitud como se indica a continuacion:

“COMPOSICION QUE COMPRENDE UN ANTIBIOTICO
AMINOGLUCOSIDO EN COMBINACION CON UN METABOLITO O
COMPUESTO DE LA VIA METABOLICA SELECCIONADA DEL GRUPO
QUE CONSTA DE: FUMARATO, SUCCINATO, CITRATO,
OXALOACETATO, RIBOSA, ARABINOSA, GLUCONATO O
PROPIONATO”

De esta manera, el Titulo refleja con mayor claridad el objeto reivindicado,

superandose la objeciéon formulada.
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2. Modificacion a la Descripcion y a las Reivindicaciones

Con fundamento en la facultad que confiere el articulo 34 de la Decisiéon 486 al
solicitante para modificar la solicitud de patente en cualquier momento del tramite,
presento junto con este memorial nueva Descripcion y nuevo Capitulo
Reivindicatorio, el cual consta de 4 reivindicaciones y reemplaza completamente el

capitulo presentado anteriormente.

Particularmente, siguiendo las indicaciones del examinador, en la Descripciéon se
mejoro la calidad de la tabla en la pagina 23 y se modificaron los nombres de los

microorganismos para ser presentados en cursiva.

De otro lado, en el nuevo capitulo reivindicatorio se realizaron las siguientes

modificaciones:

2.1.  Se limit6 el contenido de la reivindicaciéon 1 a una composiciéon farmacéutica
que comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de tobramicina en

combinacién con fumarato.

2.2. Envista de lo anterior, no se incluyen las anteriores reivindicaciones 2 a 4. Las
reivindicaciones 5 y 6 (nuevas reivindicaciones 2 y 3) fueron modificadas en su

dependencia.

2.3. Se incluyé6 una nueva reivindicacién 4, la cual recita la cantidad
terapéuticamente efectiva de tobramicina, segin el soporte que provee la

Descripcion, especificamente los ejemplos y las figuras 2A y 2B.
En cuanto a estas modificaciones, me permito decir que las mismas no amplian de
ninguna manera la materia objeto de la presente solicitud y se realizaron con el animo
de superar las objeciones de claridad, novedad y nivel inventivo planteadas por el
examinador en su concepto técnico.

3. Pago de tasas

En relacién con el numero de reivindicaciones, atentamente nos permitimos decir que

no se adjunta tasa por reivindicaciones adicionales, toda vez que el nuevo capitulo
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reivindicatorio tiene un menor nimero de clausulas que el originalmente presentado

y es en esencia el mismo objeto, pero mas limitado y definido con mayor claridad.

De otro lado, se adjunta recibo por concepto de examen de patentabilidad, en vista

de las modificaciones realizadas sobre el pliego reivindicatorio, segun lo estipulado en

la Resolucion No. 3719 del 2016.

4. Claridad y concisién de la Descripcion y las Reivindicaciones

El solicitante manifiesta que mediante la presentaciéon de la Descripcién y el nuevo
Capitulo Reivindicatorio quedan subsanadas la totalidad de las objeciones, de modo
tal que las nuevas reivindicaciones proporcionan claridad y concision a la invencion
descrita, siguiendo las recomendaciones realizadas por el examinador en su concepto

técnico.

En particular y tal como se indicé arriba, la Descripcion fue modificada para mejorar
la calidad de la tabla de la pagina 23 y para expresar los microorganismos en cursiva,

segun la solicitud del Examinador.

De otro lado, en vista de las modificaciones introducidas a las Reivindicaciones, la

nueva reivindicacion 1 ya no incluye la expresion “antibidtico aminoglucdsido’.

Ahora bien, es importante mencionar que el Capitulo Reivindicatorio en su totalidad
define la composiciéon de forma lo suficientemente clara y concisa, recitando los
componentes y sus cantidades. Por lo tanto, contrario a lo que afirma el examinador,

la invencion esta correctamente definida segun la legislacion y la practica actual.

Finalmente, teniendo en cuenta la limitacion incluida en la nueva reivindicacién 1,
puede establecerse que la composicion reivindicada encuentra el suficiente soporte en

la Descripcion, superando la objecién indicada por el examinador.

En consecuencia, nos permitimos indicar que la Descripcién cumple con los
requerimientos del Articulo 28 de la Decisién 486/00 y el Capitulo Reivindicatotio,

que incluye 4 reivindicaciones, se ajusta a las disposiciones del articulo 30 de la

Decision 486/00.
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5. Novedad y Nivel inventivo

El examinador establece en su concepto técnico la falta de novedad de la anterior
reivindicacion 1 a la luz de las ensefianzas técnicas descritas en el documento
W0O2012151474 (D1) y la falta de nivel inventivo de las anteriores reivindicaciones 2
a 6, a la luz de las ensenanzas técnicas descritas en los documentos WO2012151474
(D1) y “Proton motive force generation from stored polymers for the uptake of

acetate under anaerobic conditions” (D2).

A este respecto, me permito indicar que los articulos 16 y 18 de la Decision 486
establecen que “Una invencion se considerard nueva cuando no estda comprendida en el estado de
la técnica”y “Se considerard que una invencion tiene nivel inventivo, si para una persona del oficio
normalmente versada en la materia técnica correspondiente, esa invencion no hubiese resultado obvia

ni se hubiese derivado de manera evidente del estado de la técnica”.

Lo anterior significa que para que un documento del estado de la técnica pueda afectar
la novedad de una solicitud, debera revelar todas y cada una de las caracteristicas

técnicas que la definen.

Por otra parte, el analisis de nivel inventivo NO es una comparaciéon de los objetos
de las anterioridades y la solicitud en estudio. El analisis de nivel inventivo debe
demostrar la obviedad de la invencion y establecer como ésta no contiene un salto
cualitativo, que demuestre su altura inventiva, teniendo en cuenta que se hace

necesario demostrar que la invencién analizada carece de nivel inventivo y hubiese

sido obvia para una persona versada en la materia.

Considerando la anterior definicion, es deseo del solicitante sefnalar que la presente

solicitud es tanto novedosa como inventiva sobre el estado de la técnica.

Tal como se indico arriba, la reivindicacion 1 fue limitada a una composicion
farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de tobramicina

en combinacién con fumarato.
El examinador en su analisis reconoce que D1 no ensefia ni sugiere tobramicina como

el antibidtico aminoglucésido y fumarato, succinato, citrato, oxaloacetato o

propionato como estimuladores de la fuerza proténica-mottiz.
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Por lo tanto, la nueva reivindicacién 1 es novedosa sobre D1. Del mismo modo, dado
que las reivindicaciones 2 a 4 dependen de la nueva reivindicaciéon 1, también son

novedosas por la misma razon.

De esta forma, se demuestra que las nuevas reivindicaciones 1 a 4 cumplen con el

requisito de novedad segun los lineamientos del articulo 16 de la Decision 486/00.

Al igual que para el caso de la novedad, se resalta que la nueva reivindicaciéon 1 fue
limitada a una composicion farmacéutica que comprende una cantidad

terapéuticamente efectiva de tobramicina en combinaciéon con fumarato.

En este sentido, llamamos la atencion del examinador frente al hecho de que entre
varios metabolitos que se cree estan involucrados en la generaciéon de PMF (por
ejemplo, fumarato, succinato, citrato, oxaloacetato, piruvato, glucosa, fructosa,
manitol, ribosa, arabinosa, gluconato y propionato), el fumarato fue el que demostré
un efecto técnico mas pronunciado sobre la mejora de la eficacia de tobramicina,
como se muestra en la FIG. 1A. Se observa que varios de los metabolitos propuestos
para generar PMF no tuvieron efecto alguno en absoluto, incluyendo citrato, fructosa

y manitol.

Consecuentemente, un experto en la técnica no habria tenido expectativa razonable
alguna de éxito seleccionando aleatoriamente un metabolito para incluirlo en
combinacién con tobramicina. Asi, la combinaciéon de tobramicina y fumarato es
inventiva sobre la combinacién de D1 y D2, ya que no existe en dichos documentos
alguna ensefanza que conlleve de forma obvia a obtener la combinaciéon ahora

reivindicada y mucho menos, a esperar el efecto técnico mencionado.

Por lo tanto, se demuestra que las nuevas reivindicaciones 1 a 4 cumplen con el
requisito de nivel inventivo segun los lineamientos del articulo 18 de la Decision

486/00.

6. Conclusion

Con las modificaciones introducidas y los argumentos presentados puede concluirse

que:
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i) La presente solicitud es clara, concisa y esta debidamente soportada en la
descripcion, cumpliendo con los requerimientos del Articulo 30 de la

Decision 486; y

11) Las reivindicaciones actuales son patentables sobre D1 y D2, cumpliendo

asi con los requerimientos de los Articulos 16 y 18 de la Decision 486.

En consecuencia, se solicita atentamente otorgar el privilegio de patente solicitado,

toda vez que esta solicitud cumple con los requerimientos de la Decision 486.

Habiendo atendido cabalmente las objeciones presentadas por ese despacho,
atentamente solicitamos se conceda el privilegio de patente de invencién a la solicitud
en estudio o si el seflor examinador considera que subsisten razones para objetar la
presente invencion, rogamos expedir otro examen de fondo con los debidos motivos
y razones que sustenten su objecién con el fin de que nuestro mandante tenga la
posibilidad de exponer sus argumentos con base en la interpretacion de los articulos
45 de la Decision 486 -el cual otorga la facultad al examinador para emitir los
examenes de fondo- y 42 del Cédigo de Procedimiento Administrativo y de lo
Contencioso Administrativo que sefala que: “Habiéndose dado oportunidad a los interesados
para expresar sus opiniones, y con base en las pruebas e informes disponibles, se tomara la decision,
que serd motivada. L.a decision resolverd todas las peticiones que hayan sido oportunamente
planteadas dentro de la actuacion por el peticionario y por los terceros reconocidos”, (el subrayado

€s Nuestro).
En consecuencia, solicitamos a ese Despacho pronunciarse en relaciéon con todos los

argumentos presentados en este memorial dando estricta aplicacion al principio del

debido proceso consagrado en el articulo 29 de la Constituciéon Nacional.
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7. Anexos

- Nueva Descripcion

- Nuevo Capitulo Reivindicatorio que incluye 4 reivindicaciones.

- Recibo por concepto de examen de patentabilidad, segun lo estipulado en la
Resolucién No. 3719 del 2016.

Sefior Director,

C.C 66.783.790 de Palmira Valle
TP-141563 CSJ

notificaciones@clarkemodet.com.co
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WO 2015031765 PCT/US2014/053425

COMPOSICION QUE COMPRENDE UN ANTIBIOTICO AMINOGLUCOSIDO EN
COMBINACION CON UN METABOLITO O COMPUESTO DE LA ViA
METABOLICA SELECCIONADA DEL GRUPO QUE CONSTA DE: FUMARATO,
SUCCINATO, CITRATO, OXALOACETATO, RIBOSA, ARABINOSA,

GLUCONATO O PROPIONATO

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

[0001] Esta solicitud reivindica el beneficio bajo 35 USC § 119 (e) de la
Provisional U.S. No. 61/871.554, presentada el 29 de agosto, 2013, cuyo

contenido se incorpora aqui como referencia en su totalidad.

CAMPO DE LA INVENCION

[0002] El campo de la invencion se refiere a la eliminacion de la persistencia

bacteriana y el tratamiento de infecciones crénicas.

ANTECEDENTES

[0003] La persistencia bacteriana se refiere a una sub-poblacién latente de
células tolerantes al tratamiento con antibiéticos y se considera una fuente
importante de infeccién crénica y recurrente. La persistencia bacteriana se
diferencia de la resistencia a antibi6ticos por el hecho que las persistentes no son
diferentes genéticamente de las células susceptibles a antibiéticos. En su lugar, la
persistencia resulta de la heterogeneidad de la poblacién fenotipica dentro de una
poblacion isogénica. Visto como parte de una estrategia de supervivencia
epigenética, la persistencia pierde un rapido crecimiento con el fin de ganar la

tolerancia a la diversidad de estrés, incluyendo antibiéticos. Los estudios genéticos
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han descubierto una serie de fendmenos celulares implicados en la persistencia
bacteriana, incluyendo mdédulos de toxina-antitoxina y la respuesta estricta. Se
necesitan composiciones y métodos para eliminar o reducir las persistencias

bacterianas.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0004] Las bacterias tienen la tendencia a reducir su tasa metabdlica o
introducir formas de latencia de varias intensidades, que influyen en su
susceptibilidad a los antibidticos y hacen el tratamiento de las infecciones mas
dificil. La persistencia bacteriana es un estado en el que una sub-poblacion de
células latentes, denominadas aqui como "persistencias bacterianas”, tolera el
tratamiento con antibioticos. Las persistencias bacterianas han sido implicadas en
las biopeliculas y las infecciones cronicas y recurrentes. A pesar de esta
relevancia clinica, actualmente no existen medios listos para erradicar las

persistencias.

[0005] Las composiciones y métodos descritos en este documento se refieren,
en parte, al descubrimiento de los metabolitos del ciclo tricarboxilico, asi como
metabolitos de la B-oxidacion, el ciclo de la urea, el catabolismo de aminoacidos y
el catabolismo de los lipidos que se pueden usar para potenciar la mortandad de
las células de P. aeruginosa en varios estados metabdlicos reducidos en
combinacién con aminoglucésidos. En los experimentos, descritos en este
documento, entre las fuentes de carbdn activo, el fumarato y el succinato han
dado muy buenos resultados con respecto a la potenciacion de la eficacia de los
antibidticos. Los inventores también encontraron que la glucosa, el piruvato y el
propionato también sensibilizan la bacteria a los antibiéticos aminoglucésidos.

Este descubrimiento puede producir nuevas estrategias de tratamiento para las
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infecciones crénicas como las asociadas con la fibrosis quistica y las infecciones
inducidas por biopelicula de bacterias Gram-negativas. Una de las ventajas de los
métodos como descritos en este documento es que los metabolitos o compuestos
son relativamente faciles de usar, que se toleran bien, y que se pueden
administrar facilmente utilizando diversas rutas (e.g., intravenosa, inhalacién,
topica, oral, etc.). Por ejemplo, el fumarato ya se utiliza en combinaciones de
inhalacion con otras terapias pulmonares (e.g., beta agonistas) para el tratamiento
del asma, por lo tanto conocemos los temas concernientes a la toxicidad. Otra

ventaja es que el uso de compuestos metabdlicos es barato.

[0006] El trabajo descrito en este documento establece nuevas estrategias con
base en novedosos metabdlicos para erradicar persistencias bacterianas y pone
de relieve la importancia critica del ambiente metabdlico de eficacia de los
antibiéticos. Sin desear estar limitado por la teoria, los métodos descritos en este
documento tienen en cuenta el requisito del consumo de aminoglucésidos en la
generacion de la fuerza proton-motriz, y que los metabolitos que inducen la fuerza
protén-motriz en bacterias persistentes inducen a la mortandad de persistencias
de una manera dependiente de consumo. También se contemplan los métodos

descritos en este documento para uso con bacterias de fase plancténicas.

[0007] Por consiguiente, en algunos aspectos este documento proporciona
métodos para el tratamiento de una infeccion bacteriana crénica o persistente, que
comprende: administrar a un sujeto que tiene una infeccién bacteriana crénica o
persistente y someterlo a un tratamiento con antibidético aminoglucésido, una
cantidad efectiva de al menos un compuesto que estimula la fuerza proton-motriz
como un adyuvante, en el que el compuesto que estimula la fuerza proton-motriz

es un metabolito o compuesto de una via metabdlica seleccionado del grupo que
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consiste de: el ciclo del acido tricarboxilico (TCA), la beta-oxidacion, el ciclo de la

urea, el catabolismo de aminoacidos, y el catabolismo de los lipidos.

[0008] En una implementacién de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el antibidtico aminoglucésido es la estreptomicina,

gentamicina, kanamicina A, o tobramicina.

[0009] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el antibiético aminoglucésido es la neomicina B, neomicina C,
framicetina, paromomicina, ribostamicina, amikacina, arbekacina, bekanamicina
(kanamicina B), dibekacina, espectinomicina, higromicina B, sulfato de
paromomicina, netilmicina, sisomicina, isepamicina, verdamicina, astromicina,

neamina, ribostamicina, paromomicina o lividomicina.

[0010] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el metabolito o compuesto del ciclo TCA es acetato, citrato,
isocitrato, a-cetoglutarato, succinato, fumarato, malato, oxaloacetato, piruvato,
lactato, analogos o derivados de los mismos, o cualquier combinacion de los

mismos.

[0011] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el metabolito 0 compuesto de la B-oxidacion es propionato, y

analogos o derivados de los mismos.

[0012] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el metabolito o compuesto del ciclo de la urea es

arginosuccinato, o analogos o derivados de los mismos.
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[0013] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el metabolito o compuesto del catabolismo de los aminoacidos
es alanina, cisteina, serina, valina, treonina, isoleucina, metionina, aspartato,
tirosina, fenilalanina, analogos o derivados de los mismos, o cualquier

combinacién de los mismos.

[0014] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el metabolito o0 compuesto de catabolismo de los aminoécidos
es alanina, cisteina, serina, valina, treonina, isoleucina, metionina, aspartato,
tirosina, fenilalanina, arginina, lisina, glutamato, glutamina, asparagina, glicina,
triptéfano, leucina, histidina, y prolina, analogos o derivados de los mismos, o

cualquier combinacién de los mismos.

[0015] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el metabolito o compuesto del catabolismo de lipidos es el
acido metilmaldnico, acido propiénico, acido acetoacético, hidroxibutirato,

analogos o derivados de los mismos, o cualquier combinacién de los mismos.

[0016] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, al menos dos compuestos que estimulan la fuerza proton-
motriz se administran como un adyuvante, en el que los compuestos que
estimulan la fuerza proton-motriz son cada uno un metabolito o0 compuesto de una
via metabdlica seleccionado del grupo que consiste de: el ciclo del acido
tricarboxilico (TCA), la beta-oxidacion, el ciclo de la urea, el catabolismo de
aminodcidos, el catabolismo de los lipidos, o cualquier combinacién de los

mismos.
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[0017] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el antibiético aminoglucosido es tobramicina y el al menos un

compuesto que estimula la PMF es fumarato.

[0018] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el antibiético aminoglucésido es tobramicina y el al menos un
compuesto que estimula la PMF es succinato, citrato, oxaloacetato, ribosa,

arabinosa, gluconato, o propionato.

[0019] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, la infeccion bacteriana comprende uno o mas organismos
Gram negativos o Gram positivos. En otras implementaciones de este método y
todos los métodos descritos en este documento, la infeccion bacteriana
comprende una o mas bacterias atipicas, tal como micoplasma, clamidia o

micobacterias).

[0020] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, la infeccién bacteriana comprende una o mas de Escherichia

coli o Staphylococcus aureus.

[0021] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, la infeccion bacteriana comprende una o0 mas de las especies
de Pseudomonas, Proteus, Serratia, Citrobacter, Enterococcus, Klebsiella,

Acinetobacter, Burkholderia, Stenotrophomonas. Achromobacter, o Enterobacter.

[0022] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, la infeccion bacteriana es una infeccion adquirida en el

hospital.
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[0023] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, la infeccion adquirida en el hospital es causada por la
meticilina-resistente Staphylococcus aureus o resistente a mdultiples farmacos

Pseudomonas aeruginosa.

[0024] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, la infeccidon bacteriana se caracteriza por la formacion de

biopeliculas.

[0025] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos

en este documento, la infeccidén es recurrente.

[0026] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el sujeto tiene o esta en riesgo de contraer una infeccién
cronica o persistente; tiene una infeccibn del tracto urinario; endocarditis
infecciosa; una infeccién de la piel, la nariz, las orejas, y/o los o0jos; quemaduras
externas; una infeccion asociada a la fibrosis quistica; una infecciéon asociada con
un dispositivo vascular; una infeccién asociada con una protesis de hueso; una
infeccion de la valvula protética; una infeccién de la valvula nativa; una infeccién
asociada con la endometritis; infecciones asociadas con neutropenia febril; una
infeccion intra-abdominal; meningitis; una infeccion asociada con osteomielitis; una
infeccion asociada con la enfermedad inflamatoria de la pelvis; una infeccién
asociada con peritonitis; una infeccién asociada con la neumonia; una infeccion
asociada con pielonefritis; una infeccién asociada con la piel o del tejido blando;

una infeccion asociada con la cirugia, o una infeccion asociada con la tularemia.
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[0027] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el sujeto que tiene o esta en riesgo de una infeccidn crénica o

persistente, es un sujeto inmunodeprimido.

[0028] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el sujeto inmunodeprimido es un humano con el virus de
inmunodeficiencia positivo; un sujeto con fibrosis quistica; o un sujeto que tiene la

enfermedad pulmonar obstructiva cronica.

[0029] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el sujeto que tiene o esta en riesgo de una infeccién crénica o

persistente ha tenido, esté teniendo, o tendra un procedimiento médico invasivo.

[0030] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el sujeto que tiene o esta en riesgo de una infeccién crénica o

persistente tiene un dispositivo médico interno.

[0031] En otra implementacion de éste método y todos los métodos descritos
en este documento, el antibiético aminoglucésido y un compuesto que estimula la

PMF se administran por via tépica.

[0032] En otra implementacion del método de cajas y todos los métodos
descritos en este documento, el antibiético aminoglucésido y un compuesto que

estimula la PMF se administran por via intravenosa.

[0033] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el antibiético aminoglucésido y el compuesto estimulante de

PMF se administran por via intramuscular.
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[0034] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el antibiético aminoglucésido y el compuesto estimulante de

PMF se administran mediante inhalacion.

[0035] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos

en este documento, el antibidtico aminoglucdsido no se administra por via oral.

[0036] También se proporciona en este documento los métodos para inhibir o
retardar la formacién de biopeliculas o la colonizacién sobre una superficie, el
método comprende poner en contacto una superficie con una cantidad efectiva de
un antibiético aminoglucésido y una cantidad efectiva de uno o mas compuestos
que estimulan la PMF, en el que el uno o mas compuestos que estimulan la PMF
son cada uno un metabolito o compuesto de una via metabdlica seleccionado del
grupo que consiste de: el ciclo del acido tricarboxilico (TCA), la B-oxidacién, el
ciclo de la urea, el catabolismo de aminoéacidos, el catabolismo de los lipidos, y

combinaciones de los mismos.

[0037] En una implementacién de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el antibidtico aminoglucésido es la estreptomicina,

gentamicina, kanamicina A, o tobramicina.

[0038] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el antibiético aminoglucésido es la neomicina B, neomicina C,
framicetina, paromomicina, ribostamicina, amikacina, arbekacina, bekanamicina
(kanamicina B), dibekacina, espectinomicina, higromicina B, paromomicina sulfato,
netilmicina, sisomicina, isepamicina, verdamicina, astromicina, neamina,

ribostamicina, paromomicina o lividomicina.



WO 2015031765 PCT/US2014/053425

[0039] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el metabolito o compuesto del ciclo TCA es acetato, citrato,
isocitrato, a-cetoglutarato, succinato, fumarato, malato, oxalacetato, analogos o

derivados de los mismos, o cualquier combinacién en estos.

[0040] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el metabolito o compuesto de la B-oxidacion es propionato, y

analogos o derivados del mismo.

[0041] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el metabolito o compuesto del ciclo de la urea es

arginosuccinato, o analogos o derivados del mismo.

[0042] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el metabolito o compuesto del catabolismo de los aminoacidos
es alanina, cisteina, serina, valina, treonina, isoleucina, metionina, aspartato,
tirosina, fenilalanina, analogos o derivados de los mismos, o0 cualquier

combinacién de los mismos.

[0043] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento. el metabolito o compuesto del catabolismo de los aminoacidos
es alanina, cisteina, serina, valina, treonina, isoleucina, metionina, aspartato,
tirosina, fenilalanina, arginina, lisina, glutamato, glutamina, asparagina, glicina,
triptéfano, leucina, histidina, y prolina, analogos o derivados de los mismos o

cualquier combinacion de los mismos.

10
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[0044] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el metabolito o compuesto del catabolismo de lipidos es el
acido metilmalonico, acido propionico, acido acetoacético, hidroxibutirato,

analogos o derivados de los mismos, o cualquier combinacién de los mismos.

[0045] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el antibiético aminoglucosido es tobramicina y el al menos un

compuesto que estimula la PMF es fumarato.

[0046] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el antibidtico aminoglucdsido es tobramicina y el al menos un
compuesto que estimula la PMF es succinato, citrato, oxaloacetato, ribosa,

arabinosa, gluconato, o propionato.

[0047] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, el biopelicula comprende uno o mas organismos Gram
positivos o Gram negativos. En otras implementaciones de este método y todos
los métodos descritos en este documento, la infeccion bacteriana comprende uno

0 mas bacterias atipicas, tal como micoplasma, clamidia o Mycobacteria.

[0048] En otra implementacion de este método y todos los métodos descritos
en este documento, la superficie es una superficie de un dispositivo médico

interno.

[0049] En otro aspecto también se proporciona en este documento una
composicion farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente efectiva
de un antibidético aminoglucésido en combinacibn con una cantidad

terapéuticamente efectiva de al menos un metabolito o compuesto de una via

11
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metabdlica seleccionada del grupo constituido por: el ciclo del acido tricarboxilico
(TCA), la B-oxidacion, el ciclo de la urea, el catabolismo de aminoacidos, el

catabolismo de los lipidos y sus combinaciones.

[0050] En una implementacién de esta composicion y métodos de uso de la
misma, el antibiético aminoglucdsido es tobramicina y el metabolito o compuesto

de la via metabdlica es fumarato.

[0051] En otra forma de implementacién de las composiciones descritas en
este documento y los métodos de uso de los mismos, el antibidtico
aminoglucésido es tobramicina y el al menos un metabolito 0 compuesto de la via
metabdlica es succinato, citrato, oxaloacetato, ribosa, arabinosa, gluconato, o

propionato.

Definiciones

[0052] Por conveniencia, ciertos términos empleados en este documento, en la
especificacion, ejemplos y reivindicaciones adjuntas se recogen aqui. A menos
que se indique lo contrario, o este implicito por el contexto, los siguientes términos
y frases incluyen los significados indicados a continuacién. A menos que se
indique expresamente lo contrario, o sea aparente a partir del contexto, los
términos y frases a continuacion no excluyen el significado que el término o frase
ha adquirido en el arte al cual pertenece. Las definiciones se proporcionan para
ayudar en la descripcién de implementaciones particulares, y no estan destinadas
a limitar la invencién reivindicada, porque el alcance de la invencion esta limitado
solamente por las reivindicaciones. A menos que se defina lo contrario, todos los

términos técnicos y cientificos usados en este documento tienen el mismo
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significado que se entiende comunmente por un versado de ordinario versado en

el arte al que pertenece esta invencion.

[0053] Tal como se utilizan aqui, los términos "que comprende” o "comprende”
se usan en referencia a las composiciones, métodos y componente(s)
respectivo(s) de los mismos, que son esenciales para la invencion, pero abierto a

la inclusién de elementos no especificados, ya sean esenciales o no.

[0054] Tal como se utiliza en este documento, el término "que consiste
esencialmente de" se refiere a aquellos elementos requeridos para una
implementaciéon dada. El término permite la presencia de elementos adicionales
que no afectan materialmente las caracteristicas basicas y novedosas o

funcionales de esta implementacion de la invencion.

[0055] El término "que consiste de" se refiere a composiciones, métodos y
componentes respectivos de los mismos como descritos en este documento , que
son exclusivos de cualquier elemento no citado en esa descripcion de la

implementacion.

[0056] Tal como se utiliza en esta descripcion y las reivindicaciones adjuntas,

las formas singulares "un”, "una" y "el" incluyen referencias plurales a menos que
el contexto indique claramente lo contrario. Asi ejemplo, las referencias a "el
método" incluyen uno o mas métodos, y/o etapas del tipo descrito en este
documento y/o que seran evidentes para los versados en el arte al leer esta

descripcidn y asi sucesivamente.

[0057] Aparte de los ejemplos operativos, o donde se indique lo contrario,

todos los numeros que expresan cantidades de ingredientes o condiciones de
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reaccion usadas en este documento deben entenderse como modificados en
todos los casos por el termino "aproximadamente”. El término "aproximadamente”,

cuando se usa en relacion con los porcentajes puede significar + 1%.

[0058] A menos que se defina lo contrario en este documento, los términos
cientificos y técnicos utilizados en relacion con la presente solicitud tendran los
significados que se entienden comunmente por los versados en el arte al que
pertenece esta descripcion. Se debe entender que esta invencién no se limita a la
metodologia particular, protocolos, y reactivos, etc., descritos en este documento y
como tal puede variar. La terminologia usada en este documento es para el
propdsito de describir solamente implementaciones particulares, y no pretende
limitar el alcance de la presente invencidn, que se define Unicamente por las
reivindicaciones. Las definiciones de términos comunes en inmunologia y biologia
molecular se pueden encontrar en el Merck Manual of Diagnosis and Therapy,
18th Edition, published by Merck Research Laboratories, 2006 (ISBN 0-911910-
18-2); Robert S. Porter et al (eds.), The Encyclopedia of Molecular Biology,
published by Blackwell Science Ltd., 1994 (ISBN 0-632-02182-9); y Robert A.
Meyers (ed.), Molecular Biology and Biotechnology: A Comprehensive Desk
Reference, published by VCH Publishers, Inc., 1995 (ISBN 1-56081-569-8);
Luttmann Werner Immunology, published by Elsevier, 2006. Las definiciones de
términos comunes en biologia molecular se encuentran en Benjamin Lewin, Los
genes IX, publicado por Jones & Bartlett Publishing, 2007 (ISBN-13:
9780763740634); Kendrew et al. (Eds.), The Encyclopedia of Molecular Biology,
publicado por Blackwell Science Lid., 1994 (ISBN 0-632-02182-9); y Robert A.
Meyers (Ed), Maniatis et al, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., U.S.A. (1982); Sambrook et
al, Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2 ed.), Cold Spring Harbor Laboratory

Press, Cold Spring Harbor, N.Y., U.S.A. (1989); Davis et al, Basic Methods in
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Molecular Biology, Elsevier Science Publishing, Inc., Nueva York, U.S.A. (1986); o
Methods in Enzymology: Guide to Molecular Cloning Techniques Vol.152, S. L.
Berger y A. R. Kimmerl Eds, Academic Press Inc., San Diego, U.S.A. (1987);
Current Protocols in Molecular Biology (CPMB) (Fred M. Ausubcl, et al. Ed., John
Wiley and Sons, Inc.), Current Protocols in Protein Science (CPPS) (John E.
coligan, et. al. ed., John Wiley y Sons, Inc.) y Current Protocols in Immunology
(CPI) (John Coligan, et, al., ed. John Wiley and Sons, Inc.), que se incorporan en

el presente por referencia en su totalidad.

[0059] Se entiende que la siguiente descripcion detallada y los ejemplos
siguientes son ilustrativos solamente y no se deben tomar como limitaciones del
alcance de la invencion. Los diversos cambios y modificaciones a las
implementaciones descritas, que seran evidentes para los versados en el arte, se
pueden hacer sin apartarse del espiritu y alcance de la presente invencién.
Ademas, todas las patentes, solicitudes de patentes, y publicaciones identificadas
se incorporan expresamente aqui como referencia con el propésito de describir y
revelar, por ejemplo, las metodologias descritas en dichas publicaciones que
podrian ser utilizadas en conexion con la presente invencion. Estas publicaciones
se proporcionan Unicamente para su descripcion antes de la fecha de
presentacion de la presente solicitud. Nada en este sentido se debe interpretar
como una admision que los inventores no tienen derecho a anteceder a dicha
divulgacién, en virtud de la invencion previa o por cualquier otra razén. Todas las
declaraciones relativas a la fecha o representacion en cuanto al contenido de
estos documentos se basan en la informacién disponible para las solicitantes y no
constituyen admision alguna sobre la exactitud de las fechas o contenidos de

estos documentos.
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BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0060] Las Figs. 1A-1B muestran los datos que indican que diversas fuentes
de carbono permiten la mortandad de P. aeruginosa persistentes por tobramicina.
La P. aeruginosa persistentes se seleccionaron por seleccidon quinolona. Las
persistentes luego se sometieron a diversas fuentes de carbono de la via de
Entner-Doudoroff, via de la fosfato pentosa y el ciclo del acido tricarboxilico, asi
como también la molécula puente entre la B-oxidacién y el ciclo TCA (e.qg,
propionato). La FIG. 1A muestra la supervivencia de las persistentes a las 4 horas
de incubacion en presencia de la fuente de carbono y tobramicina. La FIG. 1B
muestra el porcentaje en el tiempo de persistentes después del tratamiento con

fumarato y diferentes clases de antibidticos.

[0061] Las Figs. 2A-2B muestran los datos que indican que el fumarato
permite la mortandad de P. aeruginosa en fase estacionaria por tobramicina. La
FIG. 2A muestra la potenciacién de la tobramicina con dosis crecientes de
fumarato. La concentracién de la tobramicina de 40mg/L es una concentracion
sérica maxima tipica lograda por administracién i.v. La FIG. 2B muestra las dosis
crecientes de la tobramicina que alcanzaron la mortandad mas alta cuando se

administra con fumarato.

[0062] Las figuras. 3A-3F demuestran la potenciacién a base de metabolitos
de los aminoglucosidos en células en fase estacionaria de la P. aeruginosa. La
FIG. 3A muestra que la seleccion de los compuestos del metabolismo
intermediario se hizo para evaluar la potenciacién de la tobramicina (TBR),
incluyendo la glicdlisis, la via de Pentosa, el ciclo del acido tricarboxilico, que
comprende la derivacion del glioxilato y los compuestos fuera de él, asi como un

enlace con la B-oxidacion. La FIG. 3B muestra la supervivencia en CFU por ml

16



WO 2015031765 PCT/US2014/053425

para las células no tratadas (sin AB) y las células tratadas con tobramicina (TBR)
en una concentracion de 40 [mg/l], sin fuente de carbono (CTRL), o ribosa (RIB),
arabinosa (ARA), fructosa (FRU), manitol (MAN), glucosa (GLC), gluconato (GLN),
piruvato (PRV), acetato (ACE), oxaloacetato (OXA), citrato (CIT), glioxilato (GLX),
alfa-cetoglutarato (aKG), succinato (SUC), fumarato (FUM), y propionato (PRP),
mpentse en fase estacionaria, las concentraciones de fuentes de carbono fueron
emparejados para tener 60 mM de carbono. La FIG. 3C muestra los efectos de
fumarato (FMR) y glioxilato (GLX) que fueron comparados sin fuente de carbono
con una dosis mas alta de tobramicina (320 [mg/l]). La FIG. 3D muestra la cinética
de potenciaciéon de la tobramicina por fumarato (FMR) en comparacién a la
tobramicina sola, el fumarato solo o sin tratamiento. La FIG. 3E muestras las
curvas de respuesta a la dosis de las células persistentes sin antibiético o con
dosis fijas de la tobramicina (TBR) a una concentracién de [40mg/L] se graficaron
para dosis crecientes de fumarato (FMR) en comparacién con solo fumarato. La
FIG. 3F muestra la respuesta dependiente de la dosis a la tobramicina en

presencia o ausencia de fumarato.

[0063] Las figuras. 4A-4E demuestran la potenciacion a base de metabolito
de aminoglucésidos en P. aeruginosa persistentes. La FIG. 4A muestra el
establecimiento de persistencia por seleccion de la ciprofloxacina; las condiciones
incluyen, sin tratamiento (linea de color negro,@), 5 mg/I™, 10 mg/l (a), 20 mg/l
(W) 40 mg/l (® de ciprofloxacina. La Fig. 4B muestra un panel de metabolitos que
también se ensay6é para la potenciacibn de la tobramicina (TBR) en una
concentracion de [40 mg/l], sin fuente de carbono (CTRL), o ribosa (RLB),
arabinosa (ARA), fructosa (FRU), manitol (MAN), glucosa (GLC), gluconato (GLN),
piruvato (PRV), acetato (ACE), oxaloacetato (OXA), citrato (CIT), glioxilato (GLX),
alfa-cetoglutarato (aKG), succinato (SUC), fumarato (FUM), y propionato (PRP).

Las concentraciones de las fuentes de carbono fueron emparejadas para tener 60
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mM de carbono. La FIG. 4C muestra la cinética de la potenciacion de la
tobramicina por fumarato (FMR) en comparacién a la tobramicina. La FIG. 4D
muestra las curvas de respuesta a la dosis de las células persistentes sin
antibiético o con dosis fijas de la tobramicina (TBR) a una concentracion de [40
mg/L] graficadas para dosis crecientes de fumarato (FMR) en comparacion con
solo fumarato. La FIG. 4E muestra la respuesta dependiente de la dosis a la

tobramicina en presencia o ausencia de fumarato.

[0064] Las FIG. 5A-5E demuestran la potenciacion en contextos clinicos
relevantes. Las Figs. 5A-5B Muestran las curvas de mortandad para células en
fase estacionaria de pacientes CF derivadas de cepas no mucoides tratadas con
dosis crecientes de la tobramicina y sin fuentes de carbono (CTRL), el fumarato
(FMR) o piruvato (PRV). La FIG. 5C muestra las mismas curvas de mortandad con
un paciente CF derivada de cepas no mucoides. La FIG. 5D muestra las mismas
curvas de mortandad con una cepa derivada de pacientes CF con un alto perfil de
resistencia a los antibiéticos. La FIG. 5E muestra la mortandad antibi6tica de
biopeliculas con tobramicina (TBR) sin fuente de carbono adicional (CTRL) o

fumarato (FMR).

[0065] Las figuras. 6A-6D demuestran la potenciacion de las fuentes de
carbono que provocan aumento en la absorciéon de la tobramicina a través de la
acumulacion PMF. La FIG. 6A muestra las medidas con base en la citometria de
flujo de la tobramicina etiquetada con fluorescencia en células PAO1, tratadas
respectivamente, con fumarato (FMR), piruvato (PRV), glioxilato (GLX) o sin
tratamiento (CTRL). La FIG. 6B muestra la mediciéon de la tasa de consumo de
oxigeno (OCR) de las células PAO1 tratadas respectivamente con fumarato
(FMR), piruvato (PRV), glioxilato (GLX) o sin tratamiento (CTRL). La FIG. 6C

muestra la evaluacién de la criometria de flujo de la absorcién de la tobramicina en
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ausencia o presencia de un inhibidor de PMF (NaN3). La FIG. 6D muestra la
evaluacion mediante el ensayo de supervivencia del impacto de varios inhibidores
de PMF en la letalidad de la tobramicina en fase estacionaria tratada con fuentes

de carbono.

DESCRIPCION DETALLADA

[0066] Las composiciones, enfoques y métodos descritos en el presente
documento proporcionan métodos econdmicos y eficientes para mejorar el
tratamiento de las infecciones cronicas y reducir, retrasar o inhibir la formacién de
biopeliculas. Estos métodos novedosos se adaptan facilmente a los entornos
clinicos puesto que la toxicidad y la eficacia de los antibidticos y metabolitos
utilizados ya han sido estudiados in vivo, y puesto que ya han sido establecidas
las dosificaciones tanto para los antibioticos y metabolitos. Estos enfoques y
métodos terapéuticos también son utiles con productos quimicos no metabélicos
que inducen la fuerza proton-motriz en bacterias. Ademas, los enfoques y métodos
descritos en este documento de induccién de la fuerza protén-motriz se pueden
utilizar para potenciar otras clases de antibiéticos que también requieren fuerza

protén-motriz para la captacion.

[0067] Hay algunos métodos para eliminar las bacterias persistentes. El campo
antimicrobiano se centra principalmente en el desarrollo de nuevos antibiéticos,
que es lento y costoso, ya que requiere el descubrimiento de nuevos compuestos
con propiedades antibacterianas y posteriores experimentos in vivo de toxicidad y
eficacia para los antibiéticos candidatos. Los enfoques y métodos descritos en
este documento mejoran los antibiéticos existentes, a través de comprender el
mecanismo de su actividad, y el desarrollo de adyuvantes que estimulan la PMF o

variantes de estos, tal como, por ejemplo, acetato, citrato, isocitrato, a-
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cetoglutarato, succinato, fumarato, malato, oxalacetato, alanina, cisteina, serina,
valina, treonina, isoleucina, metionina, aspartato, tirosina, fenilalanina,
arginosuccinato, acido metilmalonico, acido propidnico, acido acetoacético,

hidroxibutirato, que inducen la fuerza protdn-motriz.

[0068] En consecuencia, el presente documento proporciona combinaciones
novedosas de los aminoglucésidos y adyuvantes que estimulan la fuerza protdn-
motriz para uso en las composiciones y métodos terapéuticos, como el tratamiento
por via intravenosa y topica de infecciones cronicas, incluyendo, por ejemplo, la
formacion de biopeliculas durante o después de las intervenciones quirdrgicas.
Ademas de tales usos terapéuticos, las combinaciones de los aminoglucésidos y
los adyuvantes que estimulan la PMF descritos en este documento son utiles para
composiciones y métodos de la eliminacién y la reduccidon de biopeliculas y
bacterias persistentes en lugares sin tratamiento, tal como, por ejemplo,

superficies contaminadas de bacterias, bacterias en fase plancténica y liquidos.

Aminoglucdsidos y compuestos que estimulan la fuerza proton-motriz

[0069] En algunos aspectos este documento proporciona, composiciones, tal
como composiciones terapéuticas, que comprende una cantidad efectiva de un
antibiético aminoglucésido y una cantidad efectiva de uno o mas compuestos que

estimulan la PMF o adyuvantes que estimulan la fuerza protén-motriz.

[0070] Tal como se utiliza en este documento, el término "antibidtico
aminoglucésido” se refiere a cualquier farmaco de origen natural, o un derivado
semi-sintético o sintético, que comprende un anillo de aminociclitol altamente
conservados (anillo 1l), que es una estructura central que esta unida a varios

restos de azlicar amino-modificados, que tiene actividad antibi6tica, segun se
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define el término en este documento. La capacidad de inhibir o reducir el
crecimiento de, o mortandad de, uno 0 mas microorganismos se denomina aqui
como "actividad antibi6tica”. El anillo aminociclitol estd compuesto principalmente
de 2-deoxiestreptamina (2-DOS) y tiene funcionalidad 1,3-diamino y tres o cuatro
grupos hidroxilo que proporcionan puntos de anclaje para los restos de
aminoazucar. Los aminoglucosidos se pueden dividir en 3 subclases dependiendo
del patrén de sustitucion: 4 monosustituidos, o 4,5- o 4,6- disustituidos. Los
aminoglucésidos en cada subclase muestran una estrecha semejanza estructural.
Los aminoglucésidos tienen varios mecanismos de actividad antibidtica,
incluyendo, pero no limitado a, la inhibicion de la sintesis de proteinas; la
interferencia con los procesos de correccién durante la traduccién, y causan un
aumento en la tasa de error en la sintesis con la terminacion prematura; inhiben la
translocacién ribosomal cuando el peptidil-tRNA se mueve del sitio-A al sitio-P;
rompen la integridad de la membrana celular bacteriana; y/o se unen a la

subunidad 30S ribosomal bacteriana.

[0071] Los aminoglucésidos tiene actividad antibiética contra las infecciones
que implican, bacterias aerdbicas Gram-negativas, tal como, por ejemplo,
Pseudomonas, Acinetobacter, y Enterobacter. Ademas, algunas micobacterias,
incluyendo las bacterias que causan la tuberculosis, son susceptibles a los
aminoglucésidos. Los aminoglucésidos también son utiles para el tratamiento
empirico de las infecciones graves, como, por ejemplo, la septicemia, infecciones
intra-abdorninales, infecciones del tracto urinario, e infecciones del tracto
respiratorio, incluyendo las infecciones de las vias respiratorias nosocomiales. Las
infecciones causadas por bacterias Gram-positivas y bacterias atipicas (e.g.,
micoplasma, clamidia y micobacterias) también se pueden tratar con
aminoglucésidos, en algunas implementaciones de las composiciones y métodos

descritos en este documento. Los ejemplos no limitantes de los aminoglucésidos
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utiles en las composiciones y métodos descritos en el presente documento
incluyen estreptomicina, gentamicina, kanamicina A, tobramicina, neomicina B,
neomicina C, framicetina, paromomicina, ribostamicina, amikacina, arbekacina,
bekanamicina (kanamicina B), dibekacina, espectinomicina, higromicina B, sulfato
de paromomicina, netilmicina, sisomicina, isepamicina, verdamicina, astromicina,
neamina, ribostamicina, paromomicina, lividomicina, y derivados de los mismos de
cada uno de estos antibidticos aminoglucésidos, incluyendo derivados sintéticos y
semi-sintéticos. Las estructuras quimicas de las tres clases representativas de los
antibiéticos aminoglucésidos ejemplares y sus sitios de sustituciéon para uso en los
métodos y composiciones descritos en este documento se proporcionan a
continuacién. Tal como se entiende por un versado en el arte, cualquier
compuestos o derivado que tenga variaciones de las estructuras quimicas
proporcionadas mas adelante, y que tengan actividad antibidtica, son adecuados
para uso en las implementaciones de los métodos y composiciones
proporcionados en este documento (ver, por ejemplo, "Aminoglycosides: Molecular
Insights on the Recognition of RNA and aminoglycoside Mimics, "Chittapragada M.
et al, Perspectives in Medicinal Chemistry, 2009: 3 21-37, los contenidos de los

cuales se incorporan aqui por referencia en su totalidad).
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[0072] Por consiguiente, en algunas implementaciones de las composiciones y

métodos descritos en este documento, el antibiético aminoglucésido es la

estreptomicina. La estreptomicina es un inhibidor de la sintesis de proteinas, y se

une a la subunidad pequena 16S rRNA de la subunidad 30S del ribosoma

bacteriano, interfiriendo con la union del formil-metionil-tRNA a la subunidad 30S.

Esto conduce a la mala interpretacién de codones, la eventual inhibicién de la

sintesis de proteinas y en Jultima instancia, la mortandad de las células

microbianas a través de mecanismos que todavia no se entienden. La

estreptomicina es un antibiético que inhibe las bacterias Gram-positivas y Gram-

negativas, y por lo tanto es un antibiético de amplio espectro util. Las infecciones
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cronicas a modo de ejemplo que pueden ser tratadas utilizando las composiciones
y métodos descritos en este documento que comprende la estreptomicina como el
antibiotico aminoglucosido incluyen, pero no se limitan a, la endocarditis infecciosa
causada por Enterococcus cuando el organismo no es sensible a gentamicina,
tuberculosis en combinacién con otros farmacos anti-TB, y la peste (Yersinia
pestis). La estreptomicina también es (til en las composiciones y métodos
descritos en este documento para uso en aplicaciones de medicina veterinaria,
como en los tratamientos contra las bacterias Gram-negativas en animales de
gran tamano (e.g, caballos, vacas, ovejas, etc.). La estreptomicina también se
puede utilizar, en algunas implementaciones de las composiciones y métodos
descritos en este documento, como un pesticida, para combatir el crecimiento de
bacterias, hongos y algas. La estreptomicina inhibe/reduce las enfermedades
bacterianas y fungicas de determinadas frutas, verduras, semillas y cultivos
ornamentales, e inhibe/reduce las algas en estanques ornamentales y acuarios,
asi como también inhibe/reduce el fuego bacteriano en arboles de manzanas vy

peras.

[0073] En algunas implementaciones de las composiciones y métodos
descritos en este documento, el antibiético aminoglucésido es la kanamicina o la
kanamicina A. La kanamicina interactia con la subunidad 30S de los ribosomas
procariotas. La kanamicina A induce cantidades sustanciales de error de
traduccion e indirectamente inhibe la translocacion durante la sintesis de
proteinas. La kanamicina A estd disponible en formas orales, intravenosas, e
intramusculares; se pueden administrar a través de la formulacién de aerosol o de
riego, y se puede utilizar para tratar una amplia variedad de infecciones; y se

utiliza en forma del sulfato.
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[0074] En algunas implementaciones de las composiciones y métodos
descritos en este documento, el antibiético aminoglucésido es la gentamicina. La
gentamicina es un antibiético aminoglucosido, utilizado para tratar muchos tipos de
infecciones bacterianas, especialmente las causadas por organismos Gram-
negativos. La gentamicina es un antibiético bactericida que funciona, en parte, por
unién a la subunidad 30S del ribosoma bacteriano, interrumpiendo la sintesis de
proteinas. Al igual que otros aminoglucésidos, cuando la gentamicina se
administra por via oral, no es activa sistémicamente. Esto se debe a que no se
absorbe de una manera apreciable desde el intestino delgado. La gentamicina se
puede administrar por via intravenosa, por via intramuscular o por via topica para
tratar infecciones, en diferentes implementaciones de los métodos y
composiciones descritos en este documento. Parece ser eliminada por completo
sin cambios en la orina. La gentamicina es uno de los pocos antibidticos
termoestables que permanecen activas incluso después de la esterilizacion en
autoclave, lo que hace que sea particularmente Gtil en la preparacion de algunos
medios de crecimiento microbiol6gico. Se puede utilizar, por ejemplo, durante la
cirugia ortopédica cuando se requieren altas temperaturas para el establecimiento
de cementos (e.g, protesis de cadera). La gentamicina es activa contra una amplia
gama de infecciones bacterianas humanas, incluyendo la mayoria de las bacterias
Gram-negativas, por ejemplo, Pseudomonas, Proteus, Serratia, y las especies de
Staphylococcus Gram-positivos. La gentamicina también es util contra Yersinia
pestis, sus parientes, y Francisella tularensis (el organismo responsable de la

tularemia visto a menudo en los cazadores y/o tramperos).

[0075] En algunas implementaciones de las composiciones y métodos
descritos en este documento, el antibidtico aminoglucésido es tobramicina. La
tobramicina es un antibiético aminoglucésido con actividad contra bacterias Gram-

positivas y Gram-negativas. La tobramicina actla inhibiendo la sintesis de
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proteinas en las células bacterianas. Se ha demostrado que la tobramicina es
activa contra la mayoria de las cepas de los siguientes organismos tanto in vitro
como en infecciones clinicas: microorganismos Gram-positivo aerobicos vy
facultativos, incluyendo, por ejemplo, Staphylococcus aureus; microorganismos
Gram negativos aerdbicos y facultativos, incluyendo, por ejemplo, Citrobacter sp.,
Enterobacter sp., Escherichia coli, Klebsiella sp., Morganella morgan i,
Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Providencia sp., y

Serratia sp.

[0076] En algunas implementaciones de las composiciones y meétodos
descritos en este documento, el antibidético aminoglucésido es netilmicina. La
netilmicina no se absorbe en el intestino y por lo tanto se puede administrar por
inyeccion o infusién. Se puede utilizar en el tratamiento de infecciones graves en

particular las resistentes a la gentamicina.

[0077] En algunas implementaciones de las composiciones y métodos
descritos en este documento, el antibiético aminoglucésido es Sisomicina
(BACTOCEAZE o ENSAMYCIN), aislado de especies de caldo de fermentacion de
una del género Micromonospora, Es un nuevo aminoglucésido de amplio espectro,
la mayoria estructuralmente relacionado con la gentamicina. La sisomicina es un
aminoglucésido predeciblemente activo contra bacterias Gram-positivas. Al igual
que otros aminoglucésidos, la sisomicina es bactericida para los aislados clinicos
sensibles. Las Concentraciones Bactericida Minimas (MBC) para la Sisomicina se
ha encontrado que son equivalentes o muy cercanas a las Concentraciones
Inhibitorias Minimas (MIC). La mayoria de los aislados clinicos de Pseudomonas

aeruginosa siguen siendo susceptibles a la sisomicina.
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[0078] En algunas implementaciones de las composiciones y métodos
descritos en este documento, el antibiético aminoglucésido es arbekacina, un
antibiético aminoglucésido semisintético. Se utiliza principalmente para el
tratamiento de infecciones causadas por bacterias multirresistentes, incluyendo el
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA). La Arbekacina fue
originalmente sintetizada a partir de la dibecacina en 1973. Se ha registrado y
comercializado en Japdn desde 1990 bajo el nombre comercial HABEKACIN. Las
versiones genéricas del farmaco también estan disponibles bajo nombres
comerciales tal como DECONTASIN y BLUBATOSINE. La Arbekacina se utiliza
para el tratamiento a corto plazo de las infecciones bacterianas multi-resistentes,
tal como, por ejemplo, Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA),
asi como las bacterias entéricas y otras eubacterias. La Arbekacina funciona
mediante la unién a la subunidad ribosémica 30S bacterianas, provocando la mala
interpretacién del t-RNA lo cual, en consecuencia, deja a la bacteria incapaz de
sintetizar proteinas vitales para su crecimiento. Especificamente, la arbekacina se
une a cuatro nucleétidos de 16S rRNA y un solo aminoacido de la proteina S12.
Esto interfiere con el sitio de decodificacion en el entorno del nucleétido 1400 en
16S rRNA de la subunidad 30S. Esta regién interactua con la base oscilante en el
anticodén de tRNA. Esto conduce a la mala interpretacion del mRNA por lo tanto
se insertan los aminoacidos incorrectos en el polipéptido que conduce a los
péptidos no funcionales o toxicos y la ruptura de los polisomas en monosomas no
funcionales. La Arbekacina, como otros aminoglucésidos, no se absorbe bien en el
tracto gastrointestinal. Su absorcion se mejora notablemente por la administracion
parenteral. La duracién normal de la terapia con el antibidético aminoglucésido
arbekacina IM o IV es de 7-10 dias, aunque algunas veces puede ser necesaria

una duracién mayor.
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[0079] En algunas implementaciones de las composiciones y métodos
descritos en este documento, el antibidético aminoglucésido es la amicacina, un
antibiético aminoglucésido utilizado para tratar diferentes tipos de infecciones
bacterianas. La Amikacina funciona mediante la unién a la subunidad ribosémica
30S bacterianas, provocando lectura erronea del mRNA y dejando a la bacteria
incapaz de sintetizar proteinas vitales para su crecimiento. La amikacina se utiliza
a menudo para las bacterias Gram-negativas tal como Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter, y Enterobacter, incluyendo, por ejemplo, el tratamiento de
infecciones graves, adquiridas en el hospital con resistencia a multiples farmacos
de Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter y Enterobacter. También se incluyen
en el espectro la Serratia marcescens y la Providencia stuartii. La Amikacina
también se puede utilizar para tratar las infecciones de micobacterias no
tuberculosas y la tuberculosis, cuando los farmacos de primera linea no pueden
controlar la infeccién. La amikacina se puede combinar, en algunas formas de
implementacion, con un antibiético de beta-lactama para el tratamiento empirico
de las personas con neutropenia y fiebre. En algunas implementaciones de los
métodos y composiciones descritos en este documento, la amikacina puede
combinarse o administrarse con fosfomicina (también conocido como fosfomicina,
fosfonomicina y los nombres comerciales Monurol y MONURIL), para el
tratamiento de ciertas infecciones, tal como, por ejemplo, infeccién del tracto

urinario.

[0080] En algunas implementaciones de las composiciones y métodos
descritos en este documento, el antibidético aminoglucésido es neomicina. La
neomicina se utiliza mayoritariamente como una preparacién topica, tal como
NEOSPORIN. También puede, en algunas implementaciones, administrarse por
via oral. La neomicina no se absorbe desde el tracto gastrointestinal y se ha

utiizado como una medida preventiva para la encefalopatia hepatica e
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hipercolesterolemia. La mortandad bacteriana en el tracto intestinal, mantiene los
niveles de amoniaco bajos y evita la encefalopatia hepatica, especialmente antes
de la cirugia Gl. También se ha utilizado para tratar la proliferacion bacteriana del
intestino delgado. Similar a otros aminoglucésidos, la neomicina tiene una
excelente actividad frente a bacterias Gram-negativas, y tiene actividad parcial
contra las bacterias Gram-positivas. No se administra por via intravenosa, puesto
que la neomicina es extremadamente nefrotdxica (provoca dafo renal),
especialmente en comparacion con otros aminoglucésidos. La excepcion es
cuando se incluye la neomicina, en cantidades muy pequefnas, como conservante

en algunas vacunas - tipicamente 0.025 mg por dosis.

[0081] En algunas implementaciones de las composiciones y meétodos
descritos en este documento, el antibidtico aminoglucésido es framicetina. La
Framicetina se vende comunmente como SOFRAMYCINA y SOFRA-TULLE.
También existe en productos veterinarios, como framicetina sulf. Al igual que la
neomicina, la framicetina tiene mala absorcion sistémica. Se puede utilizar en las
preparaciones topicas para las infecciones de la piel, nariz, oidos y los ojos, por
ejemplo, en combinacion con otros farmacos antibacterianos y corticosteroides, en
algunas implementaciones. También se puede utilizar para las infecciones

gastrointestinales, en algunas implementaciones.

[0082] En algunas implementaciones de las composiciones y métodos
descritos en este documento, el antibiético aminoglucésido es paromomicina
(nombre de marca HUMATIN), primer aislado de Streptomyces krestomuceticus
en la década de 1950. También se le llama monomicina y aminosidina. La
paromomicina es un antibiético disenado para combatir las infecciones intestinales

tal como la criptosporidiosis, la amebiasis, y leishmaniasis. La via de
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administracion de la paromomicina puede ser la inyeccién intramuscular y la

capsula, en algunas implementaciones.

[0083] En este documento se proporcionan, en algunas implementaciones,
combinaciones de antibidticos aminoglucésidos y otros antibidticos para la
potenciacion de uno o mas compuestos que estimulan la PMF. Tal como se usa
en este documento, el término "antibidtico" se refiere a cualquier compuesto
conocido por un versado en el arte que inhibird o reducira el crecimiento de, o la
mortandad a, uno 0 mas microorganismos, incluyendo especies bacterianas y
especies de hongos. Muchos compuestos antibacterianos son relativamente
pequefias moléculas con un peso molecular de menos de 2000 unidades de masa
atomica. El término "antibidtico” incluye modificaciones semi-sintéticas de diversos
compuestos naturales, tal como, por ejemplo, los antibiéticos beta-lactamicos, que
incluyen penicilinas (producidas por hongos del género Penicillium), las
cefalosporinas, las monobactamas, y los carbapenems. En consecuencia, el
término "antibiético" incluye, pero no se limita a, aminoglucésidos (e.qg,
gentamicina, estreptomicina, kanamicina), B-lactamas (e.g., penicilinas,
cefalosporinas, monobactams, y carbapenems), vancomicinas, bacitracinas,
macrolidos (e.g, eritromicina), lincosamidas (e.g, clindomicina), cloranfenicoles,
tetraciclinas, anfotericinas, cefazolinas, clindamicinas, mupirocinas, sulfonamidas y
trimetoprim, rifampicinas, metronidazoles, quinolonas, novobiocinas, polimixinas,
gramicidinas, o cualquier sal o variantes de los mismos. El antibiético utilizado en
adicién al antibiotico aminoglucésido en las diversas implementaciones de las
composiciones terapéuticas y métodos descritos en el presente documento

dependera del tipo de infeccion bacteriana.

[0084] Como se ha demostrado en este documento, los inventores han

descubierto que los compuestos que estimulan la fuerza protén-motriz, tal como
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altas concentraciones locales (e.g, al menos 5 mM o mayor, al menos 6 mM o
mayor, al menos 7 mM o mayor, al menos 8 mM o mayor, al menos 9 mM o
mayor; al menos 10 mM o mayor, al menos 11 mM o mayor, al menos 12 mM o
mayor, al menos 13 mM o mayor, al menos 14 mM o mayor; al menos 15 mM o
mayor, al menos 16 mM o mayor, al menos 17 mM o mayor, al menos 18 mM o
mayor, al menos 19 mM o mayor; al menos 20 mM o mayor, al menos 25 mM o
mayor, al menos 50 mM o mayor, al menos 60 mM o mayor, al menos 100 mM o
mayor, al menos, 500 mM o mayor, o0 mas, o todos los rangos o cantidades
intermedias) de determinados metabolitos, inesperadamente mejora la eficacia de
los antibidticos aminoglucésidos conocidos, proporcionando de este modo una
combinacién novedosa de las mismas composiciones y métodos para el
tratamiento de infecciones bacterianas crdnicas o persistentes. Los métodos y
composiciones descritos en este documento se formulan para asegurar que una
cantidad efectiva de un compuesto que estimula la fuerza protén-motriz (PMF)
alcance el sitio de la infeccion, superando asi, por ejemplo, las cantidades
disminuidas significativamente conocidas de la glucosa en la sangre que
normalmente se encuentran en el sitio de una infeccion. De acuerdo con ello, las
composiciones y métodos descritos en la presente invenciébn comprenden una
cantidad efectiva de uno o0 mas compuestos que estimulan la fuerza proton-motriz

(PMF) o adyuvantes, en adicién al antibiético aminoglucésido.

[0085] Las frases "compuesto que estimula la fuerza proton-motriz (PMF)",
"adyuvante que estimula la fuerza protén-motriz (PMF)" o "adyuvante que estimula
la fuerza protén-motriz (PMF)", como se usa en este documento, se refieren a un
agente o compuesto, que incluye un metabolito, que causa o facilita un aumento
cualitativo o cuantitativo en o estimula gradientes de protones utilizados para
generar energia potencial quimiosmética en células conocida como una "fuerza

protén-motriz", donde se utiliza la energia potencial para la sintesis de ATP por la
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fosforilacién oxidativa. Sin desear estar limitado por la teoria, mediante el aumento
de la fuerza proton-motriz en bacterias persistentes, los inventores han
descubierto que esto aumenta o potencia la absorcion de antibidticos
aminoglucoésidos y la mortandad de las bacterias a través del catabolismo de las

fuentes de carbono y aumento de la oxidacién de NADH.

[0086] De acuerdo con ello, un compuesto o adyuvante que estimula la fuerza
protén-motriz (PMF) puede aumentar o estimular la PMF en una célula, tal como
una célula bacteriana, por aproximadamente al menos 10% o mas, al menos 20%
0 mas, al menos 30% o mas, al menos 40% o0 mas, al menos 50% o mas, al
menos 60% o0 mas, al menos 70% o0 mas, al menos 80% o0 mas, al menos 90 % o
mas, al menos 95% o mas, al menos 100%, al menos 2 veces mayor, al menos 5
veces mayor, al menos 10 veces mayor, al menos 25 veces mayor, al menos 50
veces mayor, al menos 100 veces mayor, al menos 1000 veces mayor y todas las
cantidades en el medio, en comparacion con un nivel PMF de referencia o control
en ausencia del compuesto que estimula la fuerza protén-motriz (PMF), o en
presencia del antibiético aminoglucésido solo. Los métodos y ensayos para
identificar tales compuestos que estimulan la PMF se pueden basar en cualquier
método conocido para un versado en el arte, se encuentran en todo el documento,
en los dibujos, y en la seccion de Ejemplos, tal como los ensayos de potenciacion

de metabolitos descritos en las Figuras 1A-1B y 2A-2B, por ejemplo.

[0087] Tal como se utiliza en este documento, el término "adyuvante" se refiere
a un agente que mejora el efecto farmacéutico de otro agente, tal como un
antibiético aminoglucésido. Los compuestos que estimulan la PMF como se
describen en este documento funcionan como adyuvantes de los antibidticos
aminoglucésidos, mediante el mejoramiento del efecto de los antibibticos

aminoglucésidos por aproximadamente al menos 10% o mas, al menos 20% o
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mas, al menos 30% o mas, al menos 40 % o mas, al menos 50% o mas, al menos
60% 0 mas, al menos 70% o0 mas, al menos 80% o0 mas, al menos 90% o mas, al
menos 95% o0 mas, al menos 100%, al menos 2 veces mayor, al menos 5 veces
mayor, al menos 10 veces mayor, al menos 25 veces mayor, al menos 50 veces
mayor, al menos 100 veces mayor, al menos 1000 veces mayor y todas las
cantidades en el medio, en comparacidn con el uso del antibiético aminoglucoésido

solo.

[0088] Los términos "agente" y "compuestos que estimula la PMF" se usan
indistintamente en este documento y se refieren a cualquier compuesto o
sustancia tal como, pero no limitados a, una molécula pequefa, acido nucleico, un
aminoacido, un metabolito 0 anélogo de la misma, polipéptido, péptido, farmaco,
ion. etc. Un "agente" puede ser cualquier producto quimico, entidad, o resto,
incluyendo, sin limitacién entidades proteinaceas y no proteinaceas, sintéticas y de
origen natural. En algunas implementaciones, un agente es un acido nucleico, un
analogo de acido nucleico, una proteina, un anticuerpo, un péptido, un aptamero,
un oligémero de acidos nucleicos, un aminoacido, o un carbohidrato, e incluye, sin
limitacién, proteinas, oligonucleétidos, ribozimas, enzimasDNA, glicoproteinas,
siRNAs, lipoproteinas, aptameros, y modificaciones y combinaciones de los
mismos, etc. En ciertas implementaciones, como descritos en este documento, los
agentes son metabolitos. Los compuestos pueden ser conocidos por tener una
actividad y/o propiedad deseada, por ejemplo, potenciar la actividad
aminoglucésida, o pueden ser seleccionados de una biblioteca de diversos
compuestos, el uso de métodos de deteccion conocido por alguien de ordinario

versado en el arte.

[0089] Tal como se utiliza en este documento, el término "molécula pequena”

se refiere a un agente quimico que puede incluir, pero no se limita a, un péptido,

33



WO 2015031765 PCT/US2014/053425

un peptidomimetico, un aminoacido, un analogo de aminoacido, un polinucleétido,
un analogo de polinucledtido, un aptamero, un nucleétido, un analogo de
nucleétido, un compuesto organico o inorganico (e.g, incluyendo compuestos
heteroorganicos y organometalicos) que tienen un peso molecular inferior a
aproximadamente 10.000 gramos por mol, compuestos organicos 0 inorganicos
que tienen un peso molecular inferior a aproximadamente 5.000 gramos por mol,
compuestos organicos o inorganicos que tienen un peso molecular inferior a
aproximadamente 1.000 gramos por mol, compuestos organicos o inorganicos que
tienen un peso molecular menor de aproximadamente 500 gramos por mol, y

sales, ésteres y otras formas farmacéuticamente aceptables de tales compuestos.

[0090] Por consiguiente, en algunas implementaciones de las composiciones y
métodos descritos en este documento, el compuesto que estimulan la fuerza
proton-motriz (PMF) es un metabolito intermedio o un estimulo metabdlico, tal
como, por ejemplo, un compuesto 0 una de sus variantes asociadas al ciclo del
acido tricarboxilico (TCA), la via B-oxidativa, la via catabdlica de aminoacidos, el
ciclo de la urea, y las vias de catabolismo de los lipidos. Los metabolitos
adicionales que se pueden utilizar en combinacién con un compuesto que estimula
la fuerza proton-motriz (PMF) en algunas implementaciones de las composiciones
y métodos descritos en este documento incluyen, pero no se limitan a, azucares y
sus analogos, tal como, glucosa, manitol, y fructosa, y analogos de los mismos.
Por ejemplo, estos pueden ser utilizados en combinacién con los metabolitos, tal
como acetato, citrato, isocitrato, a-cetoglutarato, succinato, fumarato, malato y
oxaloacetato. En algunas formas de implementacion, los metabolitos para uso
como compuesto que estimulan la fuerza proton-motriz (PMF) en las
composiciones y métodos descritos en este documento incluyen, pero no se
limitan a, alanina, cisteina, serina, valina, treonina, isoleucina, metionina,

aspartato, tirosina, fenilalanina, arginosuccinato, éacido metilmalénico, &cido
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propidnico, acido acetoacético, hidroxibutirato, y analogos o derivados de los

mismos.

[0091] En algunas implementaciones de los métodos y composiciones
descritos en este documento, la concentracion efectiva de un compuesto que
estimulan la fuerza protén-motriz (PMF) que se usa (e.g, la concentracién local
logrado por la administracion) es al menos 2,5 mM, al menos 5 mM o mayor, al
menos 6 mM o mayor, al menos 7 mM o mayor, al menos 8 mM o mayor, al
menos 9 mM o mayor; al menos 10 mM o mayor, al menos 11 mM o mayor, al
menos 12 mM o mayor, al menos 13 mM o mayor, al menos 14 mM o mayor; al
menos 15 mM o mayor, al menos 16 mM o mayor, al menos 17 mM o mayor, al
menos 18 mM o mayor, al menos 19 mM o mayor; al menos 20 mM o mayor, al
menos 25 mM o mayor, al menos 40 mM o mayor, al menos 50 mM o mayor, al
menos 60 mM o mayor, al menos 70 mM o mayor, al menos 80 mM o mayor, al
menos 90 mM o mayor, al menos 100 mM o mayor, al menos 500 mM o mayor, o
mas, o todos los rangos o cantidades intermedias. En algunas implementaciones,
las concentraciones citadas a lo largo de la descripcién del documento son
concentraciones locales (e.g., en el sitio de la infeccion) y no la dosis de un
compuesto que estimula la PMF a administrar. Como un versado en el arte
apreciara, la dosis que se debe administrar con el fin de alcanzar tales
concentraciones locales del metabolito dependera de la via de administracion, el
tamano del individuo, etc. La determinacién de una dosis a administrar a un sujeto

es bien conocida dentro de las habilidades de un versado en el arte.

[0092] En algunas implementaciones, las concentraciones de metabolitos y
estimulos metabdlicos para ser entregados como se ha indicado anteriormente
son aun mas normalizadas por el nimero de moléculas de carbono que entran en

el ciclo TCA. En un ejemplo, la cantidad de moléculas de carbono que entran en el
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ciclo de TCA se normaliza a 60 mM de carbono. Para este ejemplo, el metabolito
isoleucina, que contiene 6 moléculas de carbono, se administra a una
concentracion de aproximadamente 10 mM. Como otro ejemplo, el metabolito
acido metilmaldnico, que contiene 4 moléculas de carbono, se administra a una
concentracion de aproximadamente 15 mM. Una persona versada en el arte
puede calcular facilmente la concentracion normalizada a administrar con base en

el nimero de moléculas de carbono en el metabolito a administrar.

[0093] Los analogos de glucosa que se pueden usar en algunas
implementaciones de los métodos y composiciones descritos en este documento
son conocidos en el arte e incluyen, pero no se limitan a, derivados de glucosa, tal
como D - (+) - 2-desoxiglucosa, D - (+) - 2-amino-2-desoxi-glucosa o N-acetil D -
(+) - 2-amino-2-desoxiglucosa; derivados de D-manosa y manosa; D-glucosa y
derivados de D-glucosa, incluyendo, pero no limitado a D-3-amino-3-desoxi-
glucosa y D-2-amino-2-desoxi-glucosa; y D-galactosa y derivados de galactosa
incluyendo, pero no limitado a D-2-desoxi-D-galagtosa, D-4-amino-4-desoxi-
galactosa y D-2-amino-2-desoxi-galactosa. La glucosa o restos de glucosa por lo
tanto, se pueden diferenciar de la D-glucosa o un derivado tal como 2-DG y 2-
glucosanina que es un epimero de la misma. Ademas, la glucosa o el resto
analogo de la glucosa puede ser un derivado fluorado de cualquiera de los
compuestos anteriores. Por otra parte, el oxigeno en el anillo de cualquiera de los
compuestos anteriores puede estar sustituido con un iséstero seleccionado del
grupo que consiste de S, sulfona, y los similares. Por ejemplo, el analogo de la
glucosa puede ser 5-tio D-glucosa o un derivado del mismo. El término "analogo
de la glucosa" incluye también los derivados de glucosa, incluyendo, pero no
limitado a, derivados que tienen grupos acilo (C1-C12) o grupos alquilo (C1-C12)

unidos via grupos --O-- 0 -NH- a las posiciones 3- y 4- moléculas de glucosa.
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Ademas, el derivado de glucosa puede tener un efector de solubilidad o de

particidn o componente unido en las posiciones 1-, 3- 0 4-.

[0094] El tipo de infeccidn bacteriana que se esta tratando se puede utilizar
para determinar, en algunas implementaciones, que combinacion particular de
antibiético aminoglucésido y uno o mas compuestos que estimulan la PMF a ser
dada o administrada a un sujeto, utilizando los métodos y composiciones descritos
en este documento. Por ejemplo, en algunas formas de implementacion de las
composiciones y métodos descritos en el presente documento, el antibidtico
aminoglucésido es la gentamicina y el compuesto que estimula la fuerza protdn-
motriz (PMF) es manitol. En algunas implementaciones de las composiciones y
métodos descritos en este documento, el antibidtico aminoglucésido es
tobramicina y el compuesto que estimula la fuerza protén-motriz (PMF) es
fumarato. En algunas implementaciones de las composiciones y métodos
descritos en este documento, cuando el antibiético aminoglucésido es tobramicina,
por ejemplo, el compuesto que estimula la fuerza proton-motriz (PMF) es
succinato, citrato, oxaloacetato, piruvato, glucosa, fructosa, manitol, ribosa,
arabinosa, gluconato o propionato. En otra implementacién, un compuesto o
metabolito que estimula la fuerza proton-motriz (PMF) se puede utilizar en
combinacién con al menos un compuesto adicional que estimula la PMF para

potenciar el efecto de un antibiético aminoglucésido.

[0095] En algunas implementaciones, los metabolitos o compuestos utilizados
con los métodos descritos en este documento son metabolitos 0 compuestos
dentro de la via del acido tricarboxilico en si misma, o son metabolitos o
compuestos (e.g, fuentes de carbono) de otras vias metabdlicas que se alimentan

en el ciclo del 4cido tricarboxilico (e.g. B-oxidacion de los acidos grasos, el ciclo de
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la urea, etc.). Los términos "ciclo del &cido tricarboxilico", “ciclo TCA”, "El ciclo del

acido citrico" y "el ciclo de Krebs" se usan indistintamente en este documento.

[0096] En algunas implementaciones, una combinacion de metabolitos o
compuestos que se administran entran en los diferentes niveles del ciclo del acido
tricarboxilico. Por ejemplo, la glucosa (o piruvato o acetato) se pueden combinar

con fumarato (o aspartato o tirosina o fenilalanina).

Infecciones cronicas o persistentes y méetodos de tratamiento o inhibicion de

estas.

[0097] Como se ha demostrado en este documento, la administracién de una
cantidad efectiva de un antibiético aminoglucésido y una cantidad efectiva de uno
0 mas compuestos que estimulan la PMF se pueden utilizar en métodos de
tratamiento de infecciones bacterianas crénicas o persistentes. Las infecciones en
las cuales las bacterias son o bien de crecimiento lento, persistentes o en
biopelicula plantean un serio reto clinico para la terapia ya que las células en estos
estados exhiben tolerancia a la actividad de los agentes antimicrobianos, tal como
antibiéticos. La Osteomielitis, endocarditis infecciosa, heridas cronicas, infecciones
relacionadas con dispositivos en la vivienda, infecciones resultantes de
quemaduras de segundo y tercer grado, y las infecciones bacterianas secundarias
a complicaciones de afecciones respiratorias 0 de las mucosas, tal como las
derivadas de la fibrosis quistica, sinusitis e infecciones virales, son ejemplos no
limitantes de infecciones que albergan células bacterianas persistentes. Debido a
que la mayoria de los agentes antimicrobianos ejercen una actividad maxima
contra las células que se dividen rapidamente, las terapias antimicrobianas para
estas infecciones no son Optimas, lo que requiere tiempos de tratamientos

prolongados, dosis altas de antibidticos y algunas veces toxicas, y que
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demuestran tasas de fracaso mas altas. Sin desear estar limitado por la teoria, los
nuevos métodos y composiciones descritos en este documento, que se combinan
con una cantidad efectiva de un antibiético aminoglucésido y una cantidad efectiva
de uno 0 mas compuestos que estimulan la PMF, permite mayor eficacia de los
antibioticos aminoglucésidos conocidos, mediante la mejora de su absorcion a
traves de la estimulacion PMF en células bacterianas, tal como células

persistentes.

[0098] Por consiguiente, en algunos aspectos, los métodos proporcionados en
este documento para el tratamiento de una infeccién bacteriana crénica o
persistente, los métodos que comprenden administrar a un sujeto que tiene o esta
en riesgo de una infeccidn bacteriana cronica o persistente una cantidad efectiva
de un antibidtico aminoglucésido y una cantidad efectiva de al menos un
compuesto que estimula la fuerza protén-motriz (PMF) como un adyuvante. Los
métodos descritos en este documento pueden, en algunos aspectos y formas de
implementacion, ser utilizados para inhibir, retrasar la formacion de, tratar y/o
prevenir o proporcionar tratamiento profilactico de las infecciones crénicas e
infecciones por bacterias persistentes, incluyendo infecciones bacterianas
causadas por el crecimiento lento, en fase estacionaria o bacterias que forman

biopelicula en animales, incluyendo seres humanos.

[0099] En algunos aspectos, los métodos proporcionados en este documento
para inhibir una infeccion bacteriana cronica o persistente, los métodos que
comprenden administrar a un paciente que tiene o esta en riesgo de una infeccion
bacteriana crénica o persistente una cantidad efectiva de un antibidtico
aminoglucésido y una cantidad efectiva de al menos un compuesto que estimula la

fuerza protén-motriz (PMF) como un adyuvante.
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[00100] En algunos aspectos, los métodos proporcionados en este documento
para prevenir una infeccion bacteriana cronica o persistente, los métodos que
comprenden administrar a un paciente que tiene o esta en riesgo de una infeccidn
bacteriana cronica o persistente una cantidad efectiva de un antibidtico
aminoglucésido y una cantidad efectiva de al menos un compuesto que estimula la

fuerza protdén-motriz (PMF) como un adyuvante.

[00101] En algunos aspectos, los métodos proporcionados en este documento
para tratar un sujeto que tiene una infeccion causada por células bacterianas
persistentes, los métodos que comprenden administrar a un paciente que tiene
una infeccion causada por células bacterianas persistentes una cantidad efectiva
de un antibidtico aminoglucésido y una cantidad efectiva de al menos un

compuesto que estimula la fuerza protén-motriz (PMF) como un adyuvante.

[00102] En algunos aspectos, los métodos proporcionados en este documento
para tratar una infeccion bacteriana cronica o persistente, que comprende:
administrar a un paciente que tiene una infeccién bacteriana crénica o persistente
y someter a tratamiento con un antibiético aminoglucésido, una cantidad efectiva
de al menos un compuesto que estimula la fuerza proton-motriz como un

adyuvante.

[00103] Los términos "célula persistente" o "células bacterianas persistentes" se
utilizan indistintamente en este documento y se refieren a una subpoblacién de
microorganismos metabdlicamente latente, tipicamente bacterias, que no son
sensibles a los agentes antimicrobianos tal como antibiéticos. Las persistencias
normalmente no son sensibles, i.e., no se mueren o inhiben por los antibiéticos, ya

que tienen, por ejemplo, no letalmente reguladas corriente abajo las vias en las
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que los antibidticos actuan. Las persistentes pueden desarrollarse en

concentraciones no letales (o sub-letales) del antibidtico.

[00104] En algunas formas de implementacién de estos métodos y todos los
métodos descritos en este documento, el antibiético aminoglucésido se selecciona
de estreptomicina, gentamicina, kanamicina A, neomicina B, neomicina C,
framicetina, paromomicina, ribostamicina, amikacina, arbekacina, bekanamicina
(kanamicina B), dibekacina., tobramicina, espectinomicina, higromicina B, sulfato
de paromomicina, netilmicina, sisomicina, isepamicina, verdamicina, astromicina,
neamina, ribostamicina, paromomicina, y lividomicina. En algunas
implementaciones de estos métodos y todos los métodos descritos en este
documento, el antibidtico aminoglucosido se selecciona de estreptomicina,
gentamicina y kanamicina A. En algunas implementaciones de estos métodos y
todos los métodos descritos en este documento, el antibiético aminoglucésido es

la tobramicina.

[00105] En algunas implementaciones de estos métodos y todos los métodos
descritos en este documento, el compuesto que estimula la fuerza proton-motriz
(PMF) es un metabolito o un estimulo metabdlico, tal como, por ejemplo, un
compuesto que entra o es un metabolito en el ciclo de los acidos tricarboxilicos
(TCA), la via B-oxidativa, el ciclo de la urea, el ciclo catabdlico de aminoacidos, o
en una via catabdlica de los lipidos, o una variante de las mismas. En algunas
implementaciones de estos métodos y todos los métodos descritos en este
documento, el compuesto que estimula la fuerza protén-motriz (PMF) se
selecciona de acetato, citrato, isocitrato, a-cetoglutarato, succinato, fumarato,
malato, y oxaloacetato. En algunas implementaciones, los metabolitos para uso
como compuestos que estimulan la fuerza proton-motriz (PMF) en las

composiciones y métodos descritos en este documento incluyen, pero no se
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limitan a, alanina, cisteina, serina, valina, treonina, isoleucina, metionina,
aspartato, tirosina, fenilalanina, arginosuccinato, &cido metilmalonico, &cido
propidnico, acido acetoacético, hidroxibutirato y analogos o derivados de los
mismos. En algunas implementaciones de estos métodos y todos los métodos
descritos en este documento, el compuesto que estimula la fuerza proton-motriz

(PMF) es propionato.

[00106] Tal como se usa en este documento. los términos "inhibir", "disminuir",
"reducir", "que inhibe" e "inhibicidén" tienen sus significados normales y habituales
para significar generalmente una disminucién en una cantidad estadisticamente
significativa, e incluyen inhibir el crecimiento o la division celular de una
persistencia, crecimiento lento, fase estacionaria que causa una infeccidén cronica,
y/o bacterias de biopeliculas, asi como la mortandad de tales bacterias. Tal
inhibicién es una inhibicion de aproximadamente 1% a aproximadamente 100%
del crecimiento de las bacterias frente al crecimiento de bacterias en ausencia de
la cantidad efectiva del antibiético aminoglucésido y la cantidad efectiva de uno o
mas compuestos que estimulan la PMF. Preferiblemente, la inhibiciébn es una
inhibicién de aproximadamente al menos 10%, al menos 20%, al menos 30%, al
menos 40%, al menos 50%, al menos 60%, al menos 70%, al menos 80%, al
menos 90%, al menos 95%, al menos 98%, al menos 99%, hasta incluyendo
100%, del crecimiento o la supervivencia de las bacterias en comparaciéon con un
nivel de referencia o control en ausencia de la cantidad efectiva del antibiético
aminoglucésido y la cantidad efectiva de uno 0 mas compuestos que estimulan la

PMF.

[00107] Los términos "sujeto" e "individuo" se usan indistintamente en este

documento, y se refieren a un animal, por ejemplo un humano, receptores del

antibiotico aminoglucésido y el uno o mas compuestos que estimulan la PMF, tal
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como, por ejemplo, tobramicina y fumarato. Para el tratamiento de los estados de
enfermedad que son especificos para un animal especifico, tal como un sujeto
humano, el término "sujeto" se refiere a ese animal especifico. Los términos
"animales no humanos" y "mamiferos no humanos” se utilizan indistintamente en
este documento, e incluyen mamiferos tal como ratas, ratones, conejos, ovejas,
gatos, perros, vacas, cerdos y primates no humanos. El término "sujeto” también
puede abarcar cualquier vertebrado incluyendo, pero no limitado a, mamiferos,

reptiles, anfibios y peces.

[00108] Tal como se usa en este documento, los términos "tratar", "tratamiento”,
"que trata" o "de mejoramiento del" se refieren a los tratamientos terapéuticos, en
el que el objeto es revertir, aliviar, mejorar, inhibir, retardar o detener la progresion
o la gravedad de una condicion asociada con, una enfermedad o trastorno, tal
como una infeccidén crénica, e incluyen uno o mas de: mejorar un sintoma de una
infeccion crénica o persistente, crecimiento lento, infeccion bacteriana en fase
estacionaria o biopeliculas en un sujeto; el bloqueo o la mejora de la repeticion de
un sintoma de una infeccién crénica o persistente, crecimiento lento, infeccién
bacteriana en fase estacionaria de biopeliculas en un sujeto; la disminucion de la
gravedad y/o frecuencia de un sintoma de una infeccién crénica o persistente,
crecimiento lento, infeccion bacteriana en fase estacionaria de biopeliculas en un
sujeto; y el estancamiento, disminuciéon o inhibicién del crecimiento de una
infeccion crénica o persistente, crecimiento lento, infeccion bacteriana en fase
estacionaria de biopeliculas en un sujeto. El tratamiento significa mejorar,
bloqueando, reduciendo, disminuyendo o inhibiendo por aproximadamente 1% a
aproximadamente 100% en comparacién con un sujeto que esta siendo tratado
con un antibiético aminoglucésido pero en ausencia de una cantidad efectiva de
uno o mas compuestos que estimulan la PMF. Preferiblemente, la mejora,

bloqueo, reduccién, disminucioén o inhibicién es aproximadamente al menos 5%, al
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menos 10%, al menos 20%, al menos 30%, al menos 40%, al menos 50%, al
menos 60%, al menos 70%, al menos 80%, al menos 90%, al menos 95%, al
menos 98%, al menos 99%, hasta e incluyendo el 100% frente a un sujeto que
esta siendo tratado con un antibiético aminoglucosido, pero en ausencia de
tratamiento con una cantidad efectiva de uno o mas compuestos que estimulan la
PMF. El tratamiento es generalmente considerado "efectivo" si uno o mas
sintomas o marcadores clinicos se reducen. Alternativamente, el tratamiento es
"efectivo” si la progresion de una enfermedad se reduce o detiene. Es decir, el
"tratamiento” incluye no solamente la mejora de los sintomas o marcadores, sino
también un cese de al menos ralentizacion del progreso o empeoramiento de los
sintomas que se esperarian en ausencia de tratamiento. Los resultados clinicos
beneficiosos o deseados incluyen, pero no se limitan a, el alivio de uno o0 mas de
los sintomas, disminucion del grado de la enfermedad, estado estabilizado de la
enfermedad (i.e., no empeoramiento), retraso o ralentizacion de la progresion de la
enfermedad, mejora o paliacion del estado de la enfermedad, y la remision (ya sea
parcial o total), ya sea detectable o indetectable. El término "tratamiento" de una
enfermedad incluye también el alivio de los sintomas o efectos secundarios de la

enfermedad (incluyendo el tratamiento paliativo).

[00109] Tal como se utiliza en este documento, la frase "aliviar un sintoma de
una infeccién persistente o cronica" es mejorar cualquier condicién o sintoma
asociado con la infeccion persistente. Alternativamente, el alivio de un sintoma de
una infeccién persistente puede implicar la reduccion de la relleno microbiana
infecciosa (tal como bacteriana) en el sujeto en relacién con tal relleno en un
control no tratado. Cuando se compara con un control equivalente sin tratar, dicha
reduccién o grado de prevencion es al menos 5%, al menos 10%, al menos 20%,
al menos 40%, al menos 50%, al menos 60%, al menos 80%, al menos 90%, al

menos 95%, o0 100%, medido mediante cualquier técnica estandar.

44



WO 2015031765 PCT/US2014/053425

Deseablemente, la persistencia de la infecciébn es completamente curada cuando
se detecta por cualquier método estandar conocido en el arte, en cuyo caso se
considera que la infeccidon persistente ha sido tratada. Un paciente que esta
siendo tratado por una infeccidn persistente es aquel que un médico ha
diagnosticado que tiene tal condicion. El diagndstico puede ser por cualquier
medio adecuado. El diagnéstico y el seguimiento pueden implicar, por ejemplo,
detectar el nivel de la relleno microbiana en una muestra biolégica (por ejemplo,
una biopsia de tejido, analisis de sangre, o de orina), detectar el nivel de un
marcador sustituto de la infeccion microbiana en una muestra biologica, los
sintomas de deteccidén asociados con infecciones persistentes, o la deteccidén de
células inmunes implicadas en la respuesta inmune tipica de infecciones
persistentes (por ejemplo, la deteccidén de antigeno especifico de células T, o sus

productos, por ejemplo, produccion de anticuerpos).

[00110] Tal como se utiliza en este documento, los términos "prevenir" vy
"prevencion” tienen sus significados normales y habituales, e incluyen uno o mas
de: prevenir la infeccion crénica o la colonizacién de una bacteria persistente en
fase estacioanria, de crecimiento lento o biopelicula en un sujeto, o sobre una
superficie 0 en un material poroso; prevenir un incremento en el crecimiento de
una poblacién de una bacteria persistente en fase estacioanria, de crecimiento
lento o biopelicula en un sujeto, o sobre una superficie 0 en un material poroso;
prevenir el desarrollo de una enfermedad causada por una bacteria persistente, de
crecimiento lento, en fase estacionaria o biopelicula en un sujeto; y prevenir los
sintomas de una infeccién crénica o enfermedad causada por una bacteria
persistente en fase estacioanria, de crecimiento lento o biopelicula en un sujeto.
Tal como se usa en este documento, la prevencion tiene una duracion de al
menos aproximadamente 0,5 dias, un dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias, 7

dias, 10 dias, 12 dias, 15 dias, 20 dias, 25 dias, 30 dias, 35 dias, 40 dias 0 méas
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dias después de la administracion o aplicacion de la cantidad efectiva del
antibiotico aminoglucésido y la cantidad efectiva de uno o mas compuestos

estimulantes de la PMF, como los descritos en este documento.

[00111] En algunas implementaciones de los métodos de tratamiento de
infecciones bacterianas cronicas o persistentes o la inhibicidn del crecimiento de
bacterias persistentes que se describen en este documento, el sujeto o superficie
se puede administrar o poner en contacto con un segundo antibiético al mismo
tiempo o junto con la cantidad efectiva del antibiético aminoglucésido y la cantidad
efectiva de uno o mas compuestos que estimulan la PMF. los segundos
antibiéticos adecuados incluyen, por ejemplo, linezolida, dapromicina,
aminoglucésidos (e.g, gentamicina, estreptomicina, kanamicina), Bp-lactamas (e.g,
penicilinas, carbapenemas, monobactemas, y cefalosporinas), vancomicinas,
bacitracinas, macrdlidos (e.g, eritromicinas), lincosamidas (e.g, clindamicina),
cloramfenicoles, tetraciclinas, amfotericinas, cefazolinas, clindamicinas,
mupirocinas, sulfonamidas y trimetoprim, rifampicinas, metronidazoles, quinolonas,

novobiocinas, polimixinas, gramicidinas, o cualquier sal o variantes de los mismos.

[00112] En algunos aspectos e implementaciones de los métodos de inhibicién,
el retraso de la formacion, tratamiento, profilaxis y prevencién de una bacteria
persistente, de crecimiento lento, en fase estacionaria o de biopelicula descritos
en este documento, los métodos se pueden utilizar para conseguir un efecto
sistémico y/o local contra las bacterias relevantes, poco antes o después de un
tratamiento médico invasivo, como la cirugia o la insercién de un dispositivo
médico interno (e.g, el reemplazo de articulaciones (cadera, rodilla, hombro, etc.)).
El tratamiento puede continuarse después del tratamiento médico invasivo, tal
como después de la operacion o durante el tiempo que el dispositivo esta en el

cuerpo.
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[00113] En consecuencia, en algunos aspectos proporcionados en este
documento son procedimientos para inhibir o prevenir la formacion o la
colonizacion de una bacteria persistente, de crecimiento lento, en fase
estacionaria o de biopelicula en un sujeto antes, durante, o después de un
tratamiento meédico invasivo, que comprende administrar a un sujeto antes,
durante y/o después de un tratamiento médico invasivo una cantidad efectiva de
un antibiotico aminoglucésido y una cantidad efectiva de al menos un compuesto

que estimula la fuerza protén-motriz (PMF) como un adyuvante.

[00114] En algunas de tales implementaciones, el antibiético aminoglucésido y
al menos un compuesto que estimula la fuerza proton-motriz (PMF) puede
administrarse una vez, dos veces, tres veces 0 mas, a partir de 1 dia, 2 dias, 3
dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias, 7 dias o mas, hasta 10 horas, 9 horas, 8 horas, 7
horas, 6 horas, 5 horas, 4 horas, 3 horas, 2 horas, o 1 hora o inmediatamente
antes de la cirugia para permitir una presencia sistémica o local del antibi6tico
aminoglucésido y al menos un compuesto que estimula la fuerza protén-motriz
(PMF). La composicién farmacéutica o antibidético aminoglucésido pueden, en
algunas implementaciones, se administra después del tratamiento médico invasivo
para un periodo de tiempo, tal como 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias o 6 dias, 1
semana, 2 semanas, 3 semanas 0 mas, o durante todo el tiempo en el que el

dispositivo esta presente en el cuerpo del sujeto.

[00115] Tal como se utiliza en este documento, el término "quincenal” se refiere
a una frecuencia de cada 13-15 dias, el término "mensual" se refiere una
frecuencia de cada 28-31 dias y "bimensual" se refiere una frecuencia de cada 58-

62 dias.
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[00116] En algunas implementaciones de los métodos descritos en este
documento, la superficie de un dispositivo en la vivienda esta recubierta por una
solucién, tal como a través de bano o pulverizacion, que contiene una
concentracion de aproximadamente 10 pg/ml a aproximadamente 500 mg/ml del
antibiético aminoglucésido y al menos un compuesto que estimula la fuerza
proton-motriz (PMF) descritos en este documento. En implementaciones
particulares, los rangos mas especificos de las concentraciones del antibidtico
aminoglucésido y al menos un compuesto que estimula la fuerza protdn-motriz
(PMF) se pueden utilizar, incluyendo: aproximadamente 10 pg/ml a
aproximadamente 1 mg/ml, aproximadamente 1 mg/ml a aproximadamente 100
mg/ml, aproximadamente 10 mg/ml a aproximadamente 500 mg/ml,
aproximadamente 50 mg/ml a aproximadamente 200 mg/ml, aproximadamente 10
mg/ml a aproximadamente 100 mg/ml, aproximadamente 100 mg/ml a
aproximadamente 500 mg/ml. En algunas implementaciones, las concentraciones
especificas del antibiético aminoglucésido y al menos un compuesto que estimula
la fuerza proton-motriz (PMF) se pueden utilizar, incluyendo: aproximadamente 10
pg/ml,  aproximadamente 50  pg/ml,  aproximadamente 100  pg/ml,
aproximadamente 250 pg/ml, aproximadamente 500 ug/ml, aproximadamente 750
pg/ml, aproximadamente 1 mg/ml, aproximadamente 5 mg/ml, aproximadamente
10 mg/ml, aproximadamente 15 mg/ml, aproximadamente 20 mg/ml,
aproximadamente 25 mg/ml, aproximadamente 30 mg/ml, aproximadamente 40
mg/ml,  aproximadamente 50 mg/ml, aproximadamente 75 mg/ml,
aproximadamente 100 mg/ml, aproximadamente 250 mg/ml, aproximadamente
500 mg/ml, aproximadamente 600 mg/ml, aproximadamente 750 mg/ml, vy
aproximadamente 900 mg/ml. En algunas implementaciones, las concentraciones
citadas anteriormente y en toda la especificacién son concentraciones locales (e.g,
en el sitio de la infeccion) y no la dosis de un compuesto que estimula la PMF para

ser administrados. Como un versado en el arte apreciara, la dosis que se debe
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administrar con el fin de alcanzar tales concentraciones locales del metabolito
dependera de la via de administracién, el tamafno del individuo, etc. La
determinacién de una dosis a administrar a un sujeto esta dentro de las

capacidades de un versado en el arte.

[00117] En algunas implementaciones de los métodos descritos en este
documento, la concentracion del al menos un compuesto que estimula la fuerza
protén-motriz (PMF) es al menos 5 mM o mayor, al menos 6 mM o mayor, al
menos 7 mM o mayor, en menos 8 mM o mayor, al menos 9 mM o mayor; al
menos 10 mM o mayor, al menos 11 mM o mayor, al menos 12 mM o mayor, al
menos 13 mM o mayor, al menos 14 mM o mayor; al menos 15 mM o mayor, al
menos 16 mM o mayor, al menos 17 mM o mayor, al menos 18 mM o mayor, al
menos 19 mM o mayor; al menos 20 mM o mayor, al menos 25 mM o mayor, al
menos 50 mM o mayor, al menos 60 mM o mayor, al menos 100 mM o mayor, al

menos 500 mM o mayor, 0 mas, o todos los rangos o cantidades intermedias.

[00118] En otras formas de implementacion de los métodos descritos en este
documento, la concentracion de fumarato es de al menos 5 mM o mayor, al
menos 6 mM o mayor, al menos 7 mM o mayor, al menos 8 mM o mayor, al
menos 9 mM o mayor; al menos 10 mM o mayor, al menos 11 mM o mayor, al
menos 12 mM o mayor, al menos 13 mM o mayor, al menos 14 mM o mayor; al
menos 15 mM o mayor, al menos 16 mM o mayor, al menos 17 mM o mayor, al
menos 18 mM o mayor, al menos 19 mM o mayor; al menos 20 mM o mayor, al
menos 25 mM o mayor, al menos 50 mM o mayor, al menos 60 mM o mayor, al
menos 100 mM o mayor, al menos 500 mM o mayor, 0 mas, o todos los rangos o
cantidades intermedias. En una implementacion de los métodos descritos en este

documento, la concentracion de fumarato es de aproximadamente 5 mM-25 mM,
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entre 10 mM-20 mM, entre 10 mM-15 mM, o entre 15 mM-20 mM. En algunas

implementaciones, la concentracion de fumarato es 15 mM.

[00119] Cuando se aplica un dispositivo médico interno, la superficie puede
estar recubierta por la solucidon que contiene un antibiético aminoglucosido y al
menos un compuesto que estimulan la fuerza proton-motriz (PMF) antes de su

insercidn en el cuerpo.

[00120] En algunas implementaciones de los métodos descritos en el presente
documento, un sujeto se refiere a un sujeto humano que tiene una infeccidn
cronica o en mayor riesgo de una infeccién crénica o la formacién de biopelicula.
Un sujeto que tiene una infeccidbn cronica es un sujeto que tiene células
bacterianas objetivamente medibles presentes en el cuerpo del sujeto. Un sujeto
que tiene aumentado el riesgo de una infeccién cronica incluye sujetos con un
dispositivo médico interno, por ejemplo, o un sujeto que tiene o ha tenido una

intervencién quirurgica.

[00121] En algunas implementaciones de los aspectos descritos en este
documento, los métodos de tratamiento de un sujeto que tiene una infeccién
cronica o esta en mayor riesgo de una infeccién crénica, comprende ademas la
etapa de seleccionar, diagnosticar, o identificar el sujeto que tiene o que esta en
alto riesgo de infeccibn cronica o la formacion de biopelicula. En tales
implementaciones, un sujeto se identifica por tener una infeccion crénica por
determinacién objetiva de la presencia de las células bacterianas en el cuerpo del
sujeto por un versado en el arte. Tales determinaciones objetivas se pueden
realizar a través de un solo uso o un uso combinado de analisis de tejido, analisis

de sangre, anadlisis de orina, y cultivos de células bacterianas, ademas del
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monitoreo de los sintomas especificos asociados con una infeccién crénica o la

formacion de biopelicula.

[00122] En algunas implementaciones de los métodos descritos en este
documento, el sujeto que tiene o esta en riesgo de una infeccidon crénica es un
sujeto inmunosuprimido, tal como, por ejemplo, los pacientes VIH-positivos, que
han desarrollado o estan en riesgo de desarrollar neumonia bien sea por una
infeccion oportunista o por la reactivacion de una infeccidon latente o suprimida;
sujetos con fibrosis quistica, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, y otras

tales como pacientes inmunosuprimido y/o en instituciones.

[00123] Como se usa en este documento, "infecciones persistentes" se refiere a
aquellas infecciones que, a diferencia de las infecciones agudas, no se eliminan
efectivamente por una respuesta inmune del huésped o mediante Ila
administracion de antibidticos. Las infecciones persistentes incluyen, por ejemplo,
infecciones latentes, crénicas y lentas. En una "infeccion cronica”, el agente
infeccioso esta presente en el sujeto en todo momento. Sin embargo, los signos y
sintomas de la enfermedad pueden estar presentes 0 ausentes durante un periodo
prolongado de tiempo, y el agente infeccioso puede tener detectabilidad
intermitente. Los ejemplos no limitantes de la infeccién crénica incluyen una
variedad de infecciones bacterianas, como se describe a continuacion en este
documento, asi como las infecciones bacterianas secundarias resultantes de o
causadas por la infeccion con otro agente que suprime o debilita el sistema
inmune o que deteriore la eliminacién del moco o secreciones del huésped, tales
como infecciones virales predisponentes agudas o crénicas, tal como, por ejemplo,
hepatitis B (causada por virus de la hepatitis B (HBV)) y la hepatitis C (causadas
por el virus de la hepatitis C (HCV) adenovirus, citomegalovirus, virus de Epstein-

Barr, virus 1 del erpes simple, virus 2 del herpes simple, virus 6 del herpes
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humano, virus influeuza, virus parainflueuza, virus sincitial respiratorio, virus de la
varicela-zoster, virus de la hepatitis B, virus de la hepatitis D, virus de papiloma,
parvovirus B 19, poliomavirus BK, virus de polioma JC, virus del sarampion, virus
de la rubéola, virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), virus | de la leucemia
de células T humanas, y Virus Il de la leucemia de las células T humanas, asi
como las infecciones bacterianas secundarias resultantes de o causadas por
infeccion con una infeccidon parasitaria persistente, tal como, por ejemplo,
Leishmania, Toxoplasma, Tripanosoma, Plasmodium, Schistosoma vy

encefalitozoon.

[00124] Los ejemplos de bacterias infecciosas incluyen, pero no se limitan a:
Helicobacterpyloris, Borelia burgdorferi, Legionella pneumophilia, micobacterias
MSF (tal como M. tuberculosis, M. avium, M. intracellulare, M. kansaii, M.
gordonae, M. chelonae. y M. abscessus), Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis,  Neisseria  gonorrhoeae, Neisseria  meningitidis,  Listeria
monocytogenes, Streptococcus pyogenes (Grupo A estreptococos), Streptococcus
agalactiae (Grupo B estreptococo), Streptococcus viridans (grupo viridans),
Streptococcus faecalis, Streptococcus bovis, Streptococcus anaerobicas
(anaerdbicas sp.), Streptococcus pneumoniae, Campylobacter patogénica sp.,
Enterococcus sp. (Como, Enterococcus [aecalisi, Haemophilus influenzae, Bacillus
anthracis, Bacillus cereus, Bifidobacterium bifidum, Corynebacterium diphtheriae,
Corynebacterium sp., Erysipelothrix rhusiopathiae, Clostridium perfringens,
Clostridium tetani, Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae, Pasturella
multocida, Bacteroides sp., Fusobacterium nucleatum, moniliformis Streptobacillus,
Treponema pallidum, Treponema pertenue, Leptospira, Actinomyces israelli,
Lactobacillus spp.; Nocardia spp.; Rhodococcus equi (cocobacilos); Erysipelothrix
rhusiopathiae; Actinomyces spp.; Clostridium botulinum; Clostridium difficile;.

Mobiluncus spp, Peptostreptococcus spp; Moraxella catarrhalis; veillonellas;
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Actinobacillus actinomycetemcomitans; Acinetobacter baumannii; Bordetella
pertussis; Bordetella parapertussis, Bordetella bronchiseptica, Brucella spp.;
Campylobacter spp.; Capnocytophaga spp.;, Cardiobacterium hominis; Eikenella
corrodens; Francisella tularensis; Haemophilus ducreyi; Kingella kingae; Iis
Klebsiellagranuloma; Citrobacter spp., Enterobacter spp.; Escherichia coli; Proteus
spp.; Salmonella enteritidis; Salmonella typhi; Shigella spp.; Serratia marcescens;
Yersinia enterocolitica; Yersinia pestis; Aeromonas spp.,; Plesiomonas shigelloides;
Vibrio cholerae; Vibrio parahaemolyticus; Vibrio vulnificus; Acinetobacter spp.;
Flavobacterium spp.; Pseudomonas aeruginosa; Pseudomonas putida;
Pseudomonas syringae; Pseudomonas fluorescens; Achromobacter xylosoxidans
o Alcaligenes xylosoxidans; Burkholderia cepacia compleja, tal como Burkholderia
pseudomallei, Burkholderia cepacia, B. multivorans, B. cenocepacia. B.
vietnamiensis. B. dolosa; Xanthomonas maltophilia o Stenotrophomonas
maltophila; Bacteroides fragilis; Bacteroides spp.; Prevotella spp.; Fusobacterium
spp.; Spirillum minus; Borrelia burgdorferi; Borrelia recurrentis; Bartonella
henselae; Chlamydia trachomatis; Chlamydophila pneumoniae; Chlantydophila
psittaci; Coxiella burnetii; Ehrlichia chaffeensis; Anaplasma phagocytophilum;
Legionella spp.; Leptospira spp.; Rickettsia rickeusii; Orientia tsutsugamushi; y
Chromobacterium violaceum, las infecciones micobacterianas que se pueden
tratar utilizando los métodos y composiciones descritos en el presente documento
incluyen, pero no se limitan a, las causadas por: M. abscessus. M. africanum. M.
asiaticum, Mycobacterium avium complex (MAC), M. avium paratuberculosis, M.
abscessus, M. bovis. M. chelonae, M. Fortuitum, M. gordonae. M. haemophilum.
M. intracellulare. M. kansasii, M. lentiflavum, M. leprae, M. liflandii, M. malmoense.
M. marinum, M. microti, M. pH lei. M. pseudoshottsii. M. scrofulaceum, M. shottsii,

M. esmegma tis. M. triplex, M. tuberculosis, M. ulcerans, M. uvium, y M. xenopi.
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[00125] Las composiciones y métodos descritos en este documento que
comprenden antibiéticos aminoglucosidos y compuestos que estimulan la PMF se
contemplan para uso en el tratamiento de las infecciones crdénicas con estas
especies bacterianas. Otros organismos infecciosos (tal como protistas) incluyen:
Plasmodium Falciparum y Toxoplasma gondii. Las composiciones y métodos
descritos en este documento comprenden antibiéticos aminoglucésidos vy
compuestos que estimulan la PMF que también se contemplan para uso en el

tratamiento de infecciones con estas especies.

[00126] los Ejemplos de trastornos/enfermedades causadas por infecciones
bacterianas incluyen pero no se limitan a, la neumonia, incluyendo neumonia
recurrente, bronquitis, incluyendo crénica o bronquitis recurrente, meningitis
bacteriana, el célera, la difteria, la tuberculosis, el antrax, el botulismo, la
brucelosis, la campilobacteriosis, el tifus, infecciones del oido, incluyendo
infecciones recurrentes del oido, la gonorrea, la listeriosis, enfermedad de Lyme,
la fiebre reumatica, la tos ferina (tos ferina), la peste, sahnonellosis, escarlatina,
shigelosis, sinusitis, incluyendo sinusitis crénica, la sifilis, el tétanos, el tracoma,
tularemia, fiebre tifoidea y las infecciones del tracto wurinario, incluyendo

infecciones crénicas del tracto urinario.

[00127] En consecuencia, en diversas implementaciones de los métodos y
composiciones y métodos descritos en este documento, el antibibtico
aminoglucésido usado se determina con base en la naturaleza de la infeccién

bacteriana o infeccion cronica del sujeto.

[00128] Por ejemplo, en algunas implementaciones de las composiciones y

métodos descritos en el presente documento, si la infeccion cronica es:

endocarditis infecciosa causada por Enterococcus cuando el organismo no es
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sensible a la gentamicina; tuberculosis en combinacién con otros medicamentos
contra la tuberculosis; y la peste (Yersinia pestis), el antibidético aminoglucésido

administrado es la estreptomicina.

[00129] En algunas implementaciones de las composiciones y meétodos
descritos en este documento, el antibidtico aminoglucésido es gentamicina,
cuando la infeccion bacteriana es un organismo Gram-negativas, tal como, por
ejemplo, Pseudomonas, Proteus, Serratia, y cuando la infeccion bacteriana es
Gram-positiva las especies de Staphylococcus, Yersinia pestis, sus parientes, y
Francisella tularensis. En algunas formas de implementacién de las composiciones
y meétodos descritos en este documento, el antibidtico aminoglucésido es
gentamicina, cuando la infeccion crénica se esta tratando o previniendo, por
ejemplo, bacteriemia, endocarditis bacteriana, brucelosis, infecciones asociadas
con quemaduras externas, infecciones asociadas con la fibrosis quistica,
endocarditis, infecciones de las valvulas protésicas debidas a S viridans'y S bovis,
infecciones de las valvulas nativas debido a los estafilococos, infecciones de la
valvula para protetisis por estafilococos, valvula nativa o infecciones de la valvula
prostética, debidas a los enterococos resistentes a la penicilina, infecciones
asociadas con la endometritis, infecciones asociadas con neutropenia febril,
infecciones intraabdoroinales, meningitis, infecciones asociadas con la
osteomielitis, infecciones asociadas a la enfermedad inflamatoria pélvica,
infecciones asociadas con peritonitis, infecciones asociadas con la peste, las
infecciones asociadas con la neumonia, infecciones asociadas con pielonefritis,
infecciones asociadas con la piel o tejidos blandos, infecciones asociadas con la

cirugia, y las infecciones asociadas con la tularemia.

[00130] En algunas implementaciones de las composiciones y métodos

descritos en este documento, el antibiético aminoglucésido tobramicina, cuando la
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infeccion bacteriana es por un microorganismo aerobio y facultativos Gram-
positivas, tal como, por ejemplo, Staphylococcus aureus; 0 un microorganismo
aerébico y facultativo Gram-negativas, tal como, por ejemplo, Citrobacter sp.,
Enterobacter sp., Escherichia coli, Klebsiella sp., Morganella morganii,
Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Providencia sp., y
Serratia sp. En algunas implementaciones de las composiciones y métodos
descritos en este documento, el antibiético aminoglucdsidos es tobramicina,
cuando la infeccidn crénica que se esta tratando o previniendo es, por ejemplo,
bacteriemia, infecciones asociadas con quemaduras externas, infecciones
asociadas con la fibrosis quistica, endocarditis, infecciones asociadas con
neutropenia febril, infecciones intraabdominales, meningitis, infecciones asociadas
con la osteomielitis, infecciones asociadas con peritonitis, infecciones asociadas
con la neumonia, infecciones asociadas con pielonefritis, sepsis, infecciones
derivadas, infecciones asociadas con la piel o tejidos blandos, e infecciones

asociadas con la tularemia.

[00131] En algunas formas de implementacién de las composiciones y métodos
descritos en este documento, el antibiético aminoglucésido es Sisomicina
(BACTOCEAZE o ENSAMYCIN), cuando la infecciéon bacteriana es causada por

una bacteria Gram-positivos, o Pseudomonas aeruginosa.

[00132] En algunas implementaciones de las composiciones y métodos
descritos en este documento, el antibiético aminogluosido es arbekacina, cuando
la infeccidn crénica es causada por bacterias multi-resistentes, tal como, por
ejemplo, Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA), asi como las

bacterias entéricas y otras eubacterias.
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[00133] En algunas implementaciones de las composiciones y métodos
descritos en este documento, el antibiético aminoglucésido es amikacina, cuando
la infeccidn crénica es causada por bacterias Gram-negativas resistentes a
farmacos multiples, tal como, por ejemplo, Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter, y Enterobacter, asi como, por ejemplo, Serratia marcescens y
Providencia stuartii, y las infecciones por micobacterias no tuberculosas y la
tuberculosis, cuando los farmacos de primera linea no pueden controlar la

infeccién.

[00134] En algunas implementaciones de las composiciones y meétodos
descritos en este documento, el antibiético aminoglucésido es la neomicina,
cuando la infeccion es causada por una bacteria Gram-negativa, y, en algunas

implementaciones, una bacteria Gram-positivas.

[00135] En algunas implementaciones de las composiciones y métodos
descritos en este documento, el antibiético aminoglucésido es framicetina, cuando

la infeccién es en piel, nariz, oreja, y/o infeccién ocular.

[00136] En algunas implementaciones de las composiciones y métodos
descritos en este documento, el antibiético aminoglucésido es paromomicina,
cuando la infeccion es una infeccion intestinal, tal como, por ejemplo, la

criptosporidiosis, la amebiasis, y leishmaniasis.

[00137] En una implementacion, la infeccion es causada por una bacteria

Pseudomonas en un sujeto que tiene fibrosis quistica, enfermedad pulmonar

obstructiva crénica (EPOC) o bronquiectasia.
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[00138] Los métodos y composiciones descritos en este documento se
contemplan especificamente para el tratamiento agudo de la neumonia asociada a
ventilacion mecanica en pacientes en cuidados intensivos y para el tratamiento

agudo de pacientes quemados.

[00139] También se proporciona en este documento, en algunos aspectos,
métodos para inhibir o retrasar la formacion de biopeliculas, que comprende
administrar a un sujeto en necesidad del mismo, o poner en contacto una
superficie con una cantidad efectiva de un antibiético aminoglucésido y una
cantidad efectiva de uno o mas compuestos que estimulan la PMF. Se contemplan
especificamente en este documento los métodos para inhibir o retrasar la
formacién de biopeliculas en dispositivos vasculares, protesis 0seas y otras

infecciones relacionadas con dispositivos médicos internos.

[00140] Como se usa en este documento, una "biopelicula" se refiere a la masa
de microorganismos adheridos a una superficie, tal como una superficie de un
dispositivo médico, y las sustancias extracelulares asociados producidas por uno o
mas de los microorganismos unidos. Las sustancias extracelulares son sustancias
tipicamente poliméricas que comunmente incluyen una matriz de polisacaridos
complejos, sustancias proteinaceas y glicopéptidos. Los microorganismos pueden
incluir, pero no se limitan a, bacterias, hongos y protozoos. En una "biopelicula
bacteriana”, los microorganismos incluyen una o mas especies de bacterias. La
naturaleza de una biopelicula, tal como su estructura y composicién, puede
depender de la especie particular de bacterias presentes en la biopelicula. Las
bacterias presentes en una biopelicula a menudo son fenotipica, fisiolégica, o
metabodlicamente diferentes que las bacterias que no estan en una biopelicula, tal

como bacterias aisladas o bacterias en colonias de suspension plancténicas. Las
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"biopeliculas" polimicrobianas son peliculas que incluyen mas de una especie

bacteriana.

[00141] Tal como se usa en este documento, los términos y las frases
"retrasan”, "retardo de la formacion", y "que retrasan la formacién de" tienen sus
significados usuales y comunes, y generalmente se dirigen a aumentar el periodo
de tiempo antes de la formacién de biopeliculas, o una infeccion bacteriana de
crecimiento lento en un sujeto o en una superficie. El retraso puede ser, por
ejemplo, aproximadamente 12 horas, aproximadamente 18 horas,
aproximadamente 24 horas, aproximadamente 36 horas, aproximadamente 48
horas, aproximadamente 60 horas, aproximadamente 72 horas, aproximadamente
84 horas, aproximadamente 96 horas, aproximadamente 5 dias, 6 dias, 7 dias, 8
dias, 9 dias, 10 dias 0 mas. La inhibicion de la formacion de una biopelicula, como
se usa en este documento, se refiere a evitar el desarrollo parcial o total o la
progresién de una biopelicula, por ejemplo, sobre una superficie, tal como una

superficie de un dispositivo médico interno.

[00142] EIl versado en el arte entendera que los métodos para inhibir y retrasar
la formacién de biopeliculas se pueden practicar para cualquier bacteria que se
pueda encontrar, tal como una bacteria persistente en fase estacioanria, de
crecimiento lento o biopelicula. Por ejemplo, los métodos descritos en el presente
documento se pueden practicar en la superficie de o en el interior de un animal, tal
como un humano; sobre una superficie inerte, tal como un contador o un banco
superior; sobre una superficie de una pieza de equipo médico o de laboratorio;
sobre una superficie de una herramienta médica o de laboratorio; o en un

dispositivo médico interno.
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[00143] En algunos aspectos, de la presente se proporcionan métodos para
inhibir la formacién de una biopelicula sobre una superficie o en un material
poroso, que comprende aplicar a o poner en contacto con una superficie 0 un
material poroso sobre el cual se puede formar una biopelicula, un antibiético
aminoglucésido y uno o mas compuestos que estimulan la PMF en una cantidad
suficiente para inhibir la formacion de wuna biopelicula. En algunas
implementaciones de estos meétodos y todos los métodos descritos en este
documento, la superficie es una superficie inerte, tal como la superficie de un

dispositivo médico interno.

[00144] En algunos aspectos, en el presente se proporcionan métodos para
retrasar la formacién de una biopelicula sobre una superficie 0 en un material
poroso, que comprende aplicar a 0 poner en contacto con una superficie 0 un
material poroso sobre el cual se puede formar una biopelicula, un antibiético
aminoglucésido y uno o mas compuestos que estimulan la PMF en una cantidad
suficiente para retrasar la formacibn de una biopelicula. En algunas
implementaciones de estos métodos y todos los métodos descritos en este
documento, la superficie es una superficie inerte, tal como la superficie de un

dispositivo médico interno.

[00145] En algunos aspectos, en el presente se proporcionan métodos para
prevenir la colonizacibn de una superficie por bacterias persistentes, que
comprende aplicar a o poner en contacto con una superficie con un antibiético
aminoglucésido y uno o mas compuestos que estimulan la PMF en una cantidad
suficiente para prevenir la colonizaciébn de la superficie por las bacterias

persistentes.
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[00146] En las implementaciones de los métodos descritos en este documento
dirigidos a inhibir o retrasar la formacion de una biopelicula, o prevenir la
colonizacion de una superficie por bacterias persistentes, el material que
comprende la superficie o el material poroso puede ser cualquier material que se
puede utilizar para formar una superficie 0 un material poroso. En algunas de tales
implementaciones, el material se selecciona de: polietileno, politetrafluoroetileno,
polipropileno, poliestireno, poliacrilamida, poliacrilonitrilo, poli (metil metacrilato),
poliamida, poliéster, poliuretano, policarbonato, silicona, cloruro de polivinilo,
alcohol polivinilico, polietileno tereftalato, cobalto, una aleacion a base de cobalto,
titanio, una aleacion a base de titanio, acero, plata, oro, plomo, aluminio, silice,
alumina , policristal de zirconio itrio estabilizado, fosfato de calcio, carbonato de

calcio, fluoruro de calcio, carbono, algodoén, lana y de papel.

[00147] En las implementaciones de los métodos descritos en este documento
para inhibir o retrasar la formacién de una biopelicula, o la prevencién de la
colonizacion de una superficie por bacterias persistentes, se puede aplicar un
segundo antibidtico simultdneamente con el antibiético aminoglucésido y uno o
mas compuestos que estimulan la PMF. El segundo antibiético adecuado incluye,
por ejemplo, linezolida, dapromicina, aminoglucésidos (e.g, tobramicina,
gentamicina, estreptomicina, kanamicina), B-lactamas (e.g, penicilinas,
carbapenemas, monobactamas, y cefalosporinas), vancomicinas, bacitracinas,
macrolidos (e.g, eritromicina), lincosamidas (e.g, clindomicina), cloranfenicoles,
tetraciclinas , anfotericinas, cefazolinas, clindamicinas, mupirocinas, sulfonamidas
y trimetoprim, rifampicinas, metronidazoles, quinolonas, novobiocinas, polimixinas,

gramicidinas, o cualquier sal o variantes de los mismos.

[00148] En algunas implementaciones de estos métodos y todos los métodos

descritos en este documento, la bacteria persistente en fase estacionaria, de
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crecimiento lento o biopelicula es cualquier especie bacteriana o poblacion que
comprende células persistentes, pueden existir en un crecimiento lento o en fase
estacionaria, y/o pueden formar una biopelicula, En algunas de tales
implementaciones, la bacteria es Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, o0 enterococos susceptible a la vancomicina, un enterococos
resistentes a la vancomicina, una especie de Staphylococcus o una especie
Streptococcus. En algunas de tales implementaciones, la bacteria se selecciona
de Enterococcus faecalis (VSE) susceptible a la vancomicina (VAN), FE. Faecalis

(VRE) VAN-resistente, y estaf epidermidis.

[00149] Tal como se utiliza en este documento, el término "poner en contacto”
significa que se refiere en términos generales a poner una célula bacteriana y un
antibiético aminoglucésido y uno o mas compuestos que estimulan la PMF en
proximidad suficiente para que el antibiético aminoglucésido y uno o mas
compuestos que estimulan la PMF puedan ejercer sus efectos en cualquier célula
bacteriana presente. El versado en el arte entendera que el término "Poner en
contacto” incluye interaccion fisica entre un antibiético aminoglucésido y uno o
mas compuestos que estimulan la PMF y una célula bacteriana, asi como las

interacciones que no requieren la interaccion fisica.

[00150] Los métodos descritos en este documento abarcan ademas superficies
recubiertas por un antibidético aminoglucésido y uno o mas compuestos
estimulantes PMF, y/o impregnado con un antibiético aminoglucésido y uno o mas
compuestos que estimulan la PMF. Tales superficies incluyen cualquiera que
pueda entrar en contacto con una bacteria persistente en fase estacioanria, de
crecimiento lento o biopelicula. En algunas de tales implementaciones, tales
superficies incluyen cualquier superficie hecha de un material inerte (aunque las

superficies de los animales vivos se incluyen dentro del alcance de los métodos
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descritos en este documento), incluyendo la superficie de un mostrador o mesa de
trabajo, la pieza de una superficie de equipos médicos o de laboratorio 0 una
herramienta, el dispositivo médico de una superficie tal como un respirador, y la
superficie de un dispositivo médico interno. En algunas de tales formas de
implementacion, tales superficies incluyen las de un dispositivo médico interno, tal
como implantes quirdrgicos, dispositivos ortopédicos, prétesis y catéteres, i.e.,
dispositivos que se introducen en el cuerpo de un individuo y permanecen en la
posicion durante un tiempo prolongado. Tales dispositivos incluyen, pero no se
limitan a, articulaciones artificiales, corazones artificiales e implantes; valvulas, tal
como valvulas cardiacas; marcapasos; injertos vasculares; catéteres, tal como
catéteres vasculares, urinarios y de dialisis peritoneal ambulatoria continua
(CAPD); derivaciones, tal como derivaciones de liquido cefalorraquideo;
mangueras y tubos, tal como tubos de traqueotomia; placas; pernos; valvulas;
parches; cierres de heridas, incluyendo suturas y grapas; apositos; y cemento

6seo.

[00151] En el presente documento, el término "dispositivo médico interno”, se
refiere a cualquier dispositivo para uso en el cuerpo de un sujeto, tal como
catéteres intravasculares (por ejemplo, intravenosos e intra-arteriales), catéteres
de flujo dirigido directo al corazén, catéteres de Hickman, fistulas arteriovenosas,
catéteres utilizados en la hemodidlisis y la dialisis peritoneal (por ejemplo,
Silastica, venosa central, catéteres Tenckhoff, y catéteres de tefl6n), puertos de
acceso vasculares, catéteres permanentes urinarios, catéteres urinarios, catéteres
de silicona, catéteres ventriculares, proétesis vasculares sintéticas (por ejemplo,
aortofemoral y femoropoplitea), protesis valvulares cardiacas, protesis articulares,
implantes ortopédicos, implantes de pene, derivaciones (por ejemplo, Scribner,
Torkildsen, sistema nervioso central, portasistemicas, ventricular,

ventriculoperitoneal), dispositivos intrauterinos, buffers, implantes dentales,
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prétesis (por ejemplo, stents ureteral), protesis de voz artificiales, tubos
timpanostomia, tubos de alimentacion gastrica, tubos endotraqueales,
marcapasos, desfibriladores implantables, tubos, canulas, sondas, dispositivos de
monitorizacién de sangre, agujas, y similares. Una subcategoria de dispositivos
médicos permanentes se refiere a dispositivos de implantables que estan
tipicamente mas profundos y/o introducidos en el cuerpo de forma permanente.
Los dispositivos médicos permanentes pueden introducirse por cualquier medio
adecuado, por ejemplo, por implantacién percutanea, intravascular, intrauretral,
intraorbital, intratraqueal, intraesoféagica, estomal, u otra ruta, o por implantacion

quirdrgica, por ejemplo, la colocacion intra-articular de una articulacion protésica.

[00152] De acuerdo con algunas implementaciones de los métodos descritos en
este documento, el dispositivo médico interno se reviste por una solucion, tal como
a través de bafno o pulverizacibn, que contiene una concentracion de
aproximadamente 10 pg/ml a aproximadamente 500 mg/ml de un antibidtico
aminoglucésido y uno o mas compuestos que estimulan la PMF. En algunas
formas de implementacion, los rangos mas especificos de las concentraciones del
antibiético aminoglucésido y uno o mas compuestos que estimulan la PMF se
pueden utilizar, incluyendo: aproximadamente 10 pg/ml a aproximadamente 1
mg/ml, aproximadamente 1 mg/ml a aproximadamente 100 mg/ml,
aproximadamente 10 mg/ml a aproximadamente 500 mg/ml, aproximadamente 50
mg/ml a aproximadamente 200 mg/ml, aproximadamente 10 mg/ml a
aproximadamente 100 mg/ml, aproximadamente 100 mg/ml a aproximadamente
500 mg/ml. En algunas implementaciones, las concentraciones especificas de un
antibiotico aminoglucésido y uno o mas compuestos que estimulan la PMF se
pueden utilizar, incluyendo: aproximadamente 10 ug/ml, aproximadamente 50
Mg/ml,  aproximadamente 100 upg/ml, aproximadamente 250  ug/ml,

aproximadamente 500 pg/ml, aproximadamente 750 pg/ml, aproximadamente 1
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mg/ml, aproximadamente 5 mg/ml, aproximadamente 10 mg/ml, aproximadamente
15 mg/ml, aproximadamente 20 mg/ml, aproximadamente 25 mg/ml,
aproximadamente 30 mg/ml, aproximadamente 40 mg/ml, aproximadamente 50
mg/ml, aproximadamente 75 mg/ml, aproximadamente 100 mg/ml,
aproximadamente 250 mg/ml, aproximadamente 500 mg/ml, aproximadamente
600 mg/ml, aproximadamente 750 mg/ml, y aproximadamente 900 mg/ml. El
dispositivo médico interno se puede recubrir por la solucidn que comprende un
antibiético aminoglucésido y uno o mas compuestos que estimulan la PMF antes

de su insercion en el cuerpo.

Dosificacion y Modos De Administracion

[00153] Una ventaja clave de los métodos, usos y composiciones que
comprenden los antibiéticos aminoglucésidos y/o los compuestos que estimulan la
PMF descritos en este documento, es la capacidad de producir marcados efectos
anti-bacterianos en un sujeto humano que tiene una infeccién crénica sin causar
efectos téxicos significativos o efectos adversos. Mediante la adicion de
compuestos que estimulan la PMF a un régimen terapéutico o método, la dosis del
antibiético aminoglucésido que se administra puede, en algunas
implementaciones, reducirse en relacion con las dosis administradas
normalmente. Se contempla ademas en este documento que la adicién de un
compuesto que estimula la PMF a un régimen de antibiéticos permitira el uso de
un antibiético al que la bacteria fue previamente resistente mediante la
restauracion de la sensibilidad bacteriana a los antibidticos. La eficacia de los
tratamientos y métodos descritos en el presente documento se puede medir por
varios parametros usados comunmente en la evaluacion del tratamiento de
infecciones, incluyendo, pero no limitado a, la reduccién en la tasa de crecimiento

bacteriano, la presencia o numero de células bacterianas en una muestra obtenida
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de un sujeto, la tasa global de respuesta, duracion de la respuesta, y la calidad de

vida.

[00154] Por consiguiente, una "cantidad terapéuticamente efectiva" o "cantidad
efectiva" de un antibi6tico aminoglucésido o uno o mas compuestos que estimulan
la PMF, que sera administrado a un sujeto que se rige por diversas
consideraciones, y, tal como se usa en este documento, se refiere a la cantidad
minima necesaria para prevenir, mejorar o tratar o estabilizar, un trastorno o
afeccion, como la infeccion crénica. Una cantidad efectiva tal como se usa en este
documento también incluye una cantidad suficiente para retrasar el desarrollo de
un sintoma de una infeccién crdnica, alterar el curso de una infeccidn cronica (por
ejemplo, pero no limitado a, retrasar la progresién de un sintoma de la infeccion
cronica, tal como el crecimiento de la poblacion bacteriana causante de la
infeccidn crénica), o revertir un sintoma de la infeccion crénica. Por lo tanto, no es
posible especificar la "cantidad efectiva" exacta. Sin embargo, para cualquier caso
dado, una "cantidad efectiva" apropiada se puede determinar por un versado en el

arte usando solamente experimentaciéon de rutina.

[00155] Las cantidades eficaces, la toxicidad y la eficacia terapéutica de los
antibiéticos aminoglucésidos o uno o mas compuestos que estimulan la PMF
descritos en este documento, se puede determinar mediante procedimientos
farmacéuticos estandar en cultivos celulares o animales experimentales, e.g., para
la determinacién de la LDso (la dosis letal para el 50% de la poblaciéon) y la EDso (la
dosis terapéuticamente efectiva en el 50% de la poblacion). La dosis puede variar
dependiendo de la forma de dosificacion empleada y la via de administracién
utilizada. La relacion de la dosis entre los efectos téxicos y terapéuticos es el
indice terapéutico y puede expresarse como la relacién LDso/EDso. Se prefieren las

composiciones y métodos que muestran grandes indices terapéuticos. Una dosis
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terapéuticamente efectiva se puede estimar inicialmente a partir de ensayos de
cultivo celular. También, una dosis puede formularse en modelos animales para
conseguir un rango de concentracién en el plasma circulante que incluye la 1Cso
(i.e., la concentracién de antibidticos aminoglucédsidos 0 uno o mas compuestos
que estimulan la PMF), que logra una inhibicibn media maxima de los sintomas)
segun se determina en cultivo celular, o en un modelo animal apropiado. Los
niveles en plasma pueden medirse, por ejemplo, mediante cromatografia liquida
de alta resolucion. Los efectos de cualquier dosificacidn particular se pueden
monitorizar mediante un bioensayo adecuado. La dosis se puede determinar por
un médico y ajustar, segun sea necesario, para adaptarse a los efectos

observados del tratamiento.

[00156] Dependiendo del tipo y gravedad de la infeccion, aproximadamente 1
Mg/kg a 100 mg/kg (e.g, 0,1 a 20 mg/kg) de un antibiético aminoglucésido, tal
como tobramicina, o compuesto que estimula la PMF, tal como fumarato, esta en
un rango de dosificacion candidata inicial para la administracion al sujeto, ya sea,
por ejemplo, mediante una o mas administraciones separadas, 0 mediante infusién
continua. Una dosificacién diaria tipica puede variar de aproximadamente 1 pg/kg
a aproximadamente 100 mg/kg o mas, dependiendo de los factores mencionados
anteriormente. Para administraciones repetidas durante varios dias o mas,
dependiendo de la condicién, el tratamiento se mantiene hasta que la infeccién se
trata o se desaparece, medida por los métodos descritos anteriormente o
conocidos en el arte. Sin embargo, pueden ser Utiles otros regimenes de
dosificacion. En una implementacion de los métodos descritos en este documento,
la concentracion de fumarato esta entre 5 mM-25 mM, entre 10 mM-20 mM, entre
10 mM-5 mM, o entre 15 mM-20 mM. En algunas implementaciones, la
concentracion de fumarato es 15 mM. El progreso de los métodos terapéuticos

descritos en este documento se monitoriza facilmente mediante técnicas vy
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ensayos convencionales, tal como los descritos en este documento, o conocido
para un versado en el arte. En algunas implementaciones, las concentraciones de
fumarato citados a lo largo del documento descriptivo son concentraciones locales
(e.g, en el sitio de la infeccidn) y no la dosis de un compuesto que estimula la PMF
para ser administrados. Como un versado en el arte apreciara, la dosis que se
debe administrar con el fin de alcanzar tales concentraciones locales del
metabolito dependera de la via de administracion, el tamafo del individuo, etc. La
determinacién de una dosis a administrar a un sujeto esta bien dentro de las

capacidades de un versado en el arte.

[00157] Por ejemplo, la gentamicina puede ser altamente nefrotoxica,
particularmente si se acumulan multiples dosis durante el curso de un tratamiento.
Por esta razon la gentamicina se puede dosificar por el peso corporal. Existen
varias formulas para el célculo de la dosis de gentamicina, y son conocidos por los
versados en el arte. Cuando se utiliza gentamicina en los métodos descritos en

este documento se deben tener en cuenta un nimero de factores y determinantes.

[00158] En algunas implementaciones, cuando la neomicina es el antibiético
aminoglucésido, las formas de dosificacion disponibles incluyen 10 mg/ml, 25

mg/ml, 50 mg/ml, 100 mg/ml, y 150 mg/1,5 ml.

[00159] La duracién de los procedimientos terapéuticos descritos en este
documento puede continuar durante tanto tiempo como sea médicamente indicado
0 hasta que se consigue un efecto terapéutico deseado (e.g, los descritos en este
documento). En ciertas implementaciones, la administracién de una combinacion
de un antibiético aminoglucésido y uno o mas compuestos que estimulan la PMF
se continla durante al menos 1 mes, al menos 2 meses, al menos 4 meses, al

menos 6 meses, al menos 8 meses, al menos 10 meses, al menos 1 ano, al
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menos 2 afos, al menos 3 anos, al menos 4 anos, al menos 5 afos, al menos 10
anos, al menos 20 afos, o al menos durante un periodo de afos hasta el tiempo
de vida del sujeto. En algunas implementaciones de los métodos descritos en este
documento, la administracion se continda durante el tiempo que un dispositivo

interno esta presente en el sujeto.

[00160] Los antibioticos aminoglucésidos y compuesto que estimula la fuerza
protén-motriz PMF descritos en este documento, se pueden administrar, de forma
individual, pero al mismo tiempo, en algunas implementaciones, o, en otras formas
de implementacion, de forma simultanea, por ejemplo en una unica formulacién
que comprende tanto un antibiético aminoglucésido y uno o mas compuesto que
estimula la PMF, a un sujeto, e.g., un sujeto humano, de acuerdo con métodos
conocidos, tal como administracion intravenosa como un bolo o por infusion
continua durante un periodo de tiempo, por via intramuscular, intraperitoneal,
intracerebroespinal, subcutanea, intra-articular, intrasinovial, intratecal, oral, tdpica,
o vias de inhalacion. Los modos ejemplares de administracién de los antibiéticos
aminoglucésidos y compuestos que estimulan la PMF, incluyen, pero no se limitan
a, inyeccion, infusion, inhalacién (e.g, intranasal o intratraqueal), ingestidn, rectal,
y tépica (incluyendo bucal y sublingual). La administracion local se puede utilizar
si, por ejemplo, los efectos colaterales considerables o la toxicidad estan
asociados con el antibiético aminoglucésido y/o el compuesto que estimula la
PMF, y para, por ejemplo, permitir una alta concentracion localizada de los
compuestos que estimulan la PMF en el sitio de infeccién. También se puede
utilizar una estrategia ex vivo para aplicaciones terapéuticas. En consecuencia,
cualquier modo de administracién que entregue los antibiéticos aminoglucdsidos y
compuestos que estimulan la PMF sistémicamente o a una superficie o de destino
deseados, puede incluir, pero no se limita a, la administraciéon por inyeccién,

infusién, instilacion, e inhalacién, la "inyeccion" incluye, sin limitacién, intravenosa,
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intramuscular, intra-arterial, intratecal, intraventricular, intracapsular, intraorbital,
intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal, transtraqueal, subcutanea,
subcuticular, intraarticular, subcapsular, subaracnoidea, intraespinal, intracerebro
espinal, y la inyeccion intraesternal e infusién. Las frases "administracidén
parenteral" y "administrado parenteralmente" como se usa en este documento, se
refieren a modos de administracion distintos de la administracion enteral y tépica,
normalmente mediante inyeccion. Las frases "administracion sistémica",
"administrado por via sistémica”, "administracién periférica” y "administrado
periféricamente” como se usa en este documento se refieren a la administracion
de un antibiético aminoglucésido y compuestos estimulantes de la PMF distintos
de directamente en un sitio blanco, el tejido, u érgano, tal como el pulmén, de tal
manera que entra en el sistema circulatorio del sujeto y, por lo tanto, se somete al

metabolismo y otros procesos similares.

[00161] EI antibiético aminoglucésido que se utiliza para tratar una infeccion o
inhibir la formacion de biopeliculas en un sujeto puede determinar el modo de
administracion a utilizar. Por ejemplo, la mayoria de los antibi6ticos
aminoglucésidos no se absorben bien a través del intestino y el tracto Gl, y por lo

tanto la administracién oral no es efectiva.

[00162] En consecuencia, en algunas implementaciones de los métodos
descritos en este documento, cuando el antibiético aminoglucésido es la
estreptomicina, la administracion es mediante inyeccién intramuscular o
intravenosa. En algunas de tales implementaciones, la administraciéon no es a

través de la via oral.

[00163] En algunas implementaciones de los métodos descritos en este

documento, cuando el antbidtico aminoglucésido es gentamicina, la
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administracion es mediante administracién intravenosa, administracién
intramuscular, o administracion topica para tratar las infecciones. En algunas de

tales implementaciones, la administracién no es a través de la via oral.

[00164] En algunas implementaciones de los métodos descritos en este
documento, cuando el antibidtico aminoglucésido es kanamicina A, la

administracion es por via oral, intravenosa, e intramuscular.

[00165] En algunas implementaciones de los métodos descritos en este
documento, cuando el antibiético aminoglucosido es tobramicina, la administracidén
es mediante administracion parenteral, incluyendo, por ejemplo, inyeccion
intramuscular e intravenosa. La tobramicina se puede detectar en tejidos y fluidos

corporales después de la administracion parenteral.

[00166] En algunas implementaciones, cuando el antibiético aminoglucésido es

netilmicina, la administracién es por inyeccién o infusion.

[00167] En algunas implementaciones, cuando el antibiético aminoglucésido es
arbekacina, la administracion es mediante administracién parenteral, tal como
administracion intramuscular o intravenosa. La duraciéon normal de la terapia con
el antibiético aminoglucésido arbekacina IM o IV es 7-10 dias, aunque en algunos

casos puede ser necesaria una mayor duracion.

[00168] En algunas implementaciones, cuando el antibiético aminoglucésido es
la amicacina, la administracibn es por via intravenosa o intramuscular.
Actualmente no existe una forma oral disponible como amikacina puesto que no se
absorbe por via oral. En algunas implementaciones, se puede utilizar la amikacina

liposomal por inhalacién para el tratamiento de enfermedades respiratorias, tal
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como, por ejemplo, fibrosis quistica, Pseudomonas aeruginosa, infecciones por
micobacterias no tuberculosas, y bronquiectasis. Los efectos secundarios de la
amikacina son similares a los de otros aminoglucosidos, el dafio renal y la pérdida
de la audicién son los efectos mas importantes. Debido a este potencial, se
pueden monitorear los niveles en sangre del farmaco y los marcadores de la
funcion renal (creatinina). Por otra parte, las dosis de amikacina pueden ajustarse
especificamente con base en la depuracidon de creatinina en suero en los entornos

clinicos.

[00169] En algunas implementaciones, cuando el antibiético aminoglucésido es
la neomicina, se utiliza la administracion tépica o la administracion oral. En
implementaciones preferidas, la neomicina no se administra por via intravenosa,
puesto que la neomicina es extremadamente nefrotdéxica. En estas
implementaciones, donde la neomicina se administra por via intravenosa, la dosis

es menor que 0.025 mg por dosis.

[00170] En algunas formas de implementacion, cuando el antibiético
aminoglucésido es framicetina, se utiliza la administracion topica o administracién
oral. La framicetina tiene una pobre absorcién sistémica, y se puede utilizar en las
preparaciones topicas para las infecciones de la piel, la nariz, los oidos y los 0jos,
a menudo en combinacidén con otros farmacos antibacterianos y corticosteroides.
También se puede utilizar para las infecciones gastrointestinales, en algunas

implementaciones.

[00171] En algunas implementaciones, cuando el antibiético aminoglucésido es

paromomicina, la administracibn es mediante inyeccion intramuscular o

administracion oral.
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Formulaciones farmacéuticas

[00172] Las formulaciones terapéuticas de los antibidticos aminoglucésidos y/o
compuestos que estimulan la PMF se pueden preparar, en algunos aspectos,
mezclando un antibidticos aminoglucoésidos y/o compuestos que estimulan la PMF
que tiene el grado deseado de pureza con vehiculos, excipientes o estabilizadores
(Remintong’s Pharmaceutical Sciences 162 edicién, Osol, A. Ed. (1980)), en la
forma de formulaciones liofilizadas o soluciones acuosas, ya sea individualmente
en algunas implementaciones, o en combinacion, por ejemplo, una formulacién
terapéutica que comprende solo una cantidad efectiva de un antibidtico
aminoglucésido y una cantidad efectiva del compuesto de estimulacion de al
menos un PMF. Tales formulaciones terapéuticas de los antibioticos
aminoglucésidos y/o los compuestos que estimulan la PMF descritos en este
documento incluyen la formulacion en composiciones farmacéuticas o
formulaciones farmacéuticas para la administracion parenteral, e.g., por via
intravenosa; mucosal, e.g., intranasal; enteral, e.g., oral; tdpica, e.g., transdérmica;

ocular, u otro modo de administracion.

[00173] Como se usa en este documento, la expresiéon "farmacéuticamente
aceptable" se refiere a aquellos compuestos, formas materiales, composiciones
y/o formas de dosificacibn que estan, dentro del alcance del juicio médico,
adecuados para uso en contacto con los tejidos de seres humanos y animales sin
excesiva toxicidad, irritacion, respuesta alérgica, u otro problema o complicacion,
acorde con una relacion beneficio/riesgo razonable. La frase "vehiculo
farmacéuticamente aceptable" como se usa en el presente documento significa un
material aceptable farmacéuticamente, composicion o vehiculo, tal como un
relleno liquido o soélido, diluyente, excipiente, solvente, medios, materiales de

encapsulado, ayudas de fabricacion (e.g, lubricante, talco magnesio, calcio o
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estearato de zinc, o acido estearico), o material de encapsulacién solvente, que
participan en el mantenimiento de la actividad de, llevar, transportar los
antibiéticos aminoglucésidos y/o los compuestos que estimulan la PMF, desde un

organo, o una parte del cuerpo, a otro 6rgano, o parte del cuerpo.

[00174] Algunos ejemplos no limitativos de los vehiculos aceptables, excipientes
o estabilizantes que no son tdxicos para los receptores a las dosis vy
concentraciones empleadas, incluyen soluciones buffer de pH tal como fosfato,
citrato, y otros acidos organicos; antioxidantes, incluyendo el acido ascorbico y la
metionina; agentes lubricantes, tal como estearato de magnesio, lauril sulfato
sédico y talco; excipientes, tal como manteca de cacao y ceras para supositorios;
aceites, tal como aceite de cacahuete, aceite de semilla de algoddn, aceite de
cartamo, aceite de sésamo, aceite de oliva, aceite de maiz y aceite de soya;
conservantes (tal como cloruro de octadecildimetilbencilamonio; cloruro de
hexametonio; cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio; fenol, butilo o alcohol
bencilico; alquil parabenos tal como metil o propil parabeno; catecol; resorcinol;
ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo peso molecular (menos
de aproximadamente 10 residuos); proteinas, tal como albumina de suero,
gelatina, HDL, LDL, o inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos, tal como
polivinilpirrolidona; aminoacidos tal como glicina, glutamina, asparagina, histidina,
arginina, o lisina; monosacaridos, disacaridos, y otros carbohidratos incluyendo
manosa, almidones (almidén de maiz o almidén de patata), o dextrinas; celulosa y
sus derivados, tal como carboximetilcelulosa de sodio, metilcelulosa, etilcelulosa,
celulosa microcristalina y acetato de celulosa; agentes quelantes tal como EDTA;
azucares tal como sacarosa, glucosa, lactosa, manitol, trehalosa o sorbitol;
contraiones que forman sales tal como sal de sodio; complejos metalicos (e.g
complejos de Zn-proteina); glicoles, tal como propilenglicol; polioles, tal como

glicerina; ésteres, tal como oleato de etilo y laurato de etilo; agar; agentes buffer,
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tal como hidréxido de magnesio e hidroxido de aluminio; acido alginico; agua sin
pirdbgenos; solucidbn salina isotonica; solucibn de Ringer; poliésteres,
policarbonatos y/o polianhidridos; alcoholes C2-C12, tal como etanol; tragacanto
en polvo; malta; y/o agentes tensioactivos no ionicos tal como TWEEN™,
PLURONIC™ o polietilenglicol (PEG); y u otras sustancias compatibles no
toxicas/empleadas en formulaciones farmacéuticas. Tambien pueden estar
presentes en la formulacidn los agentes humectantes, agentes colorantes, agentes
de liberacion, agentes de revestimiento, agentes edulcorantes, agentes
aromatizantes, agentes perfumantes, conservantes y antioxidantes en la

formulacién.

[00175] En algunas implementaciones, las formulaciones terapéuticas o
composiciones que comprenden un antibiético aminoglucésido y/o compuestos
que estimulan la PMF comprende una sal farmacéuticamente aceptable, por lo
general, e.g., cloruro de sodio, y preferiblemente a aproximadamente
concentraciones fisioldgicas. Opcionalmente, las formulaciones descritas en este
documento pueden contener un conservante farmacéuticamente aceptable. En
algunas implementaciones, la concentracion del conservante oscila de 0,1 a 2,0%,
tipicamente v/v. Los conservantes adecuados incluyen aquellos conocidos en las
técnicas farmacéuticas. El alcohol bencilico, fenol, metacresol, metilparabeno, y
propilparabeno son ejemplos de conservantes. Opcionalmente, las formulaciones
de la invencion pueden incluir un tensioactivo farmacéuticamente aceptable en

una concentracion de 0,005 hasta 0,02%.

[00176] En algunas implementaciones de los aspectos descritos en este
documento, un antibiético aminoglucésido y/o un compuesto que estimula la PMF,
puede ser especialmente formulado para la administracion del compuesto a un

sujeto en forma sélida, liquida o en forma de gel, incluyendo las adaptadas para lo
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siguiente: (1) administracién parenteral, por ejemplo, por inyeccion subcutanea,
intramuscular, intravenosa o inyeccién epidural como, por ejemplo, una solucién o
suspension estéril, o una formulacién de liberacion sostenida; (2) aplicacion tdpica,
por ejemplo, como una crema, pomada, o un parche de liberacion controlada o
spray aplicado a la piel; (3) administracion oral, por ejemplo, p6écimas (soluciones
acuosas 0 no acuosas 0 suspensiones), pastillas, grageas, capsulas, pildoras,
tabletas (e.g, los destinados para la administracion bucal, sublingual, y la
absorcidn sistémica), bolos, polvos, granulos, pastas para aplicacion en la lengua;
(4) intravaginal o intrarrectal, por ejemplo, como un pesario, crema o0 espuma; (5)
sub lingual; (6) ocularmente; (7) transdérmicamente; (8) transmucosa; o (9) por via
nasal. Ademas, un antibiético aminoglucésido y/o un compuesto que estimula la
PMF se pueden implantar en un paciente o se inyecta mediante un sistema de
administracion de farmacos. Ver, por ejemplo, Urquhart, et al., Ann. Rev.
Pharmacol. Toxicol. 24: 199-236 (1984); Lewis, ed. "Controlled Release of
pesticides and pharmaceutical" (Plenum Press, Nueva York, 1981); Patente U.S.
N°. 3,773,919; y la patente U.S. No. 35 3.270.960. Ejemplos de formas de
dosificacion incluyen, pero no son limitan a: tabletas, comprimidos oblongos;
capsulas, tal como capsulas de gelatina dura y capsulas de gelatina blanda
elastica; sellos; trociscos, pastillas, dispersiones, supositorios, unglentos,
cataplasmas (emplastos), pastas, polvos, apoésitos, cremas, emplastos,
soluciones, parches, aerosoles (e.g, aerosoles nasales o inhaladores); geles;
liquidos tal como suspensiones (e.g, suspensiones liquidas acuosas 0 no acuosas,
emulsiones de aceite en agua o emulsiones liquidas agua en aceite), soluciones, y
elixires; y solidos estériles (e.g, solidos cristalinos o amorfos) que pueden

reconstituirse para proporcionar formas de dosificacién liquidas.

[00177] En algunas implementaciones, las formas de dosificacién parenteral de

las composiciones que comprenden un antibiético aminoglucésido y/o Compuesto
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que estimula la PMF, se puede administrar a un sujeto con una infeccién crénica o
en riesgo de infeccidén cronica por diversas vias, incluyendo, pero no limitado a,
subcutanea, intravenosa (incluyendo inyeccion en bolo), intramuscular e intra-
arterial. Puesto que la administracion de formas de dosificacidn parenterales
tipicamente sobrepasa las defensas naturales del paciente contra los
contaminantes, las formas farmacéuticas parenterales son preferiblemente
estériles o capaces de ser esterilizadas antes de la administracion a un paciente.
Los ejemplos de formas de dosificacion parenteral incluyen, pero no se limitan a,
soluciones listas para inyeccion, productos secos listos para ser disueltos o
suspendidos en un vehiculo farmacéuticamente aceptable para inyeccion,
suspensiones listas para inyeccion, formas de dosificacion parenteral de liberacidn

controlada, y emulsiones.

[00178] Los vehiculos adecuados que se pueden utilizar para proporcionar
formas de dosificacion parenterales descritas en este documento son bien
conocidas por los versados en el arte. Es entendido por un versado en el arte, que
las concentraciones mucho mas altas de los compuestos que estimulan la PMF,
como la glucosa, se deben proporcionar en cualquier formulacién terapéutica, que
se encuentra normalmente cuando el compuesto esta presente como parte de un
vehiculo en una forma de dosificacién. Los ejemplos de tales vehiculos incluyen,
sin limitacién: agua estéril; agua USP para inyeccion; solucién salina; solucion de
glucosa; vehiculos acuosos tal como, pero no limitado a, inyeccion de cloruro de
sodio, inyeccién de Ringer, inyeccién de dextrosa, dextrosa y cloruro de sodio
inyectable, y la inyeccidén de Ringer lactato; vehiculos miscibles en agua tal como,
pero no limitados a, alcohol etilico, polietilenglicol y propilenglicol; y vehiculos no
acuosos tal como, pero no limitados a, aceite de maiz, aceite de semillas de
algoddn, aceite de cacahuete, aceite de sésamo, oleato de etilo, miristato de

isopropilo y benzoato de bencilo.
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[00179] Las formas de dosificacidn topica de los antibidticos aminoglucosidos
y/o Compuestos que estimulan la PMF, también se proporcionan en algunas
implementaciones, e incluyen, pero no se limitan a, cremas, lociones, unglentos,
geles, champus, pulverizadores, aerosoles, soluciones, emulsiones y otras formas
conocidas para un versado en el arte. Ver, por ejemplo, Remington
Pharmaceutical Sciences, 18a edicion, Mack Publishing, Easton, Pa (1990); e
Introduction to Pharmaceutical Dosage Forms, 42 ed., Lea & Febiger, Filadelfia,
Pa. (1985). Tipicamente se emplean formas de dosificacidbn tépicas no
pulverizables, viscosas hasta formas semi-sélidas o sélidas que comprenden un
vehiculo o uno 0 mas excipientes compatibles con la aplicacidn topica y que tiene
una viscosidad dinamica preferiblemente mayor que el agua. Las formulaciones
adecuadas incluyen, sin limitacion, soluciones, suspensiones, emulsiones, cremas,
unglentos, polvos, linimentos, pomadas, y similares, que son, si se desea,
esterilizados 0 mezclados con agentes auxiliares (e.g, conservantes,
estabilizantes, agentes humectantes, buffers, o sales) para influir en diversas
propiedades, tal como, por ejemplo, presion osmética. Otras formas de
dosificacion topicas adecuadas incluyen preparaciones en aerosol pulverizables
en las que el ingrediente activo, preferiblemente en combinacién con un vehiculo
inerte solido o liquido, se envasa en una mezcla con un volatil presurizado (e.g, un
propulsor gaseoso, tal como fredn) o en un frasco. Las cremas hidratantes o
humectantes también se pueden anadir a las composiciones farmacéuticas y
formas de dosificacion si se desea. Los ejemplos de tales ingredientes adicionales
son bien conocidos en el arte. Ver, e.g., Remintong’s Pharmaceutical Sciences,
18.sup.th Ed., Mack Publishing, Easton, Pa, (1990), e Introduction to
Pharmaceutical Dosage Forms, 42 ed., Lea & Febiger, Filadelfia, Pa. (1985). Las
formas de dosificacién adecuadas para tratar los tejidos de la mucosa dentro de la

cavidad oral pueden formularse como enjuagues bucales, o como geles orales, o
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como parches bucales, las formas de dosificacion transdérmica adicionales
incluyen parches "tipo deposito” o "tipo matriz", que se pueden aplicar a la piel y
dejado por un periodo de tiempo especifico para permitir la penetracién de una

cantidad deseada de ingrediente activo.

[00180] Los ejemplos de formas de dosificacion transdérmicas y meétodos de
administracion que se pueden utilizar para administrar un antibiotico
aminoglucésido y/o compuesto que estimula la PMF, incluyen, pero no se limitan
a, los descritos en las patentes U.S. Nos.: 4.624.665; 4.655.767; 4.687.481;
4.797.284; 4.810.499; 4.834.978; 4.877.618; 4.880.633; 4.917.895; 4.927.687;
4.956.171; 5.035.894; 5.091.186; 5.163.899; 5.232.702; 5.234.690; 5.273.755;
5.273.756; 5.308.625; 5.356.632; 5.358.715; 5.372.579; 5.421,816; 5.466,465;
5.494.680; 5.505.958; 5.554.381; 5.560.922; 5.585.111; 5.656.285; 5.667.798;
5.698.217; 5,741,511; 5.747.783; 5.770.219; 5.814.599; 5.817.332; 5.833.647,
5.879.322; y 5.906.830, cada una se incorporan aqui por referencia en su

totalidad.

[00181] Los excipientes adecuados (e.g, vehiculos y diluyentes) y otros
materiales que se pueden utilizar para proporcionar formas de dosificacion
transdérmicas y de la mucosa de los antibiéticos aminoglucésidos y/o Compuestos
que estimulan la PMF descritos en el presente documento son bien conocidos por
los versados en las artes farmacéuticas, y dependera del tejido u érgano particular
al que se aplicara una composicién o forma de dosificacién farmacéutica dada.
Ademas, dependiendo del tejido especifico a tratar, los componentes adicionales
se pueden utilizar antes de, conjuntamente con, o después del tratamiento con un
antibiético aminoglucésido y/o compuesto que estimula la PMF. Por ejemplo, se
pueden usar los mejoradores de la penetracion para ayudar en la entrega de los

ingredientes activos a o a través del tejido.
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[00182] En algunas implementaciones, las composiciones que comprenden un
antibiotico aminoglucésido y/o Compuesto que estimula la PMF estan formulados
para ser adecuados para la administracion oral, por ejemplo como formas de
dosificacion discretas, tal como, pero no limitado a, tabletas (incluyendo, sin
limitaciones comprimidos ranurados o recubiertos), pildoras, comprimidos
oblongos, capsulas, comprimidos masticables, sobres con polvos, cachets,
pastillas, obleas, aerosoles, o liquidos, tal como, pero no limitado a, jarabes,
elixires, soluciones o suspensiones en un liquido acuoso, un liquido no acuoso,
una emulsion de aceite en agua o una emulsibn de agua en aceite. Tales
composiciones contienen una cantidad predeterminada de la sal
farmacéuticamente aceptable de los compuestos descritos, y se pueden preparar
por métodos de farmacia bien conocidos por los versados en el arte. Ver, en
general, Reminton’s Pharmaceutical Sciences, 18a ed., Mack Publishing, Easton,

Pa. (1990).

[00183] Debido a su facilidad de administracién, los comprimidos y las capsulas
representan las formas mas ventajosas de la unidad de dosificacién solida oral, en
Cuyo caso se usan excipientes farmacéuticos sélidos. Si se desea, las tabletas se
pueden recubrir por técnicas acuosas 0 no acuosas estandar. Estas formas de
dosificacion se pueden preparar por cualquiera de los métodos de farmacia. En
general, las composiciones farmacéuticas y formas de dosificacién se preparan
mezclando uniforme e intimamente el ingrediente activo con vehiculos liquidos,
vehiculos soélidos finamente divididos, 0 ambos, y luego se da forma al producto en
la presentacion deseada si es necesario. En algunas implementaciones, las

formas de dosificacion oral no se utilizan para el antibiético aminoglucésido.
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[00184] Las formas tipicas de dosificacion oral de las composiciones que
comprenden un antibiético aminoglucésido y/o compuestos que estimulan la PMF
se preparan mediante la combinacion de la sal farmacéuticamente aceptable del
antibiético aminoglucésido y/o un compuesto que estimula la PMF, en una mezcla
intima con al menos un excipiente de acuerdo con técnicas de composicion
farmaceéuticas convencionales, los excipientes puede tener una amplia variedad de
formas dependiendo de la forma de la composicibn deseada para la
administracion. Por ejemplo, los excipientes adecuados para uso en formas de
dosificacion liquidas o en aerosol orales incluyen, pero no se limitan a, agua,
glicoles, aceites, alcoholes, agentes aromatizantes, conservantes y agentes
colorantes. Los ejemplos de excipientes adecuados para uso en formas de
dosificacion oral sélidas (e.g, polvos, comprimidos, capsulas, y comprimidos
oblongos) incluyen, pero no se limitan a, almidones, azucares, celulosa
microcristalina, caolin, diluyentes, agentes de granulacién, Ilubricantes,

aglutinantes, y agentes desintegrantes.

[00185] Los aglutinantes adecuados para uso en las formulaciones
farmacéuticas descritas en este documento incluyen, pero no se limitan a, almidén
de maiz, almidén de patata, u otros almidones, gelatina, gomas naturales y
sintéticas tal como acacia, alginato de sodio, acido alginico, otros alginatos,
tragacanto en polvo, goma guar, celulosa y sus derivados (e.g, etil celulosa,
acetato de celulosa, calcio carboximetil celulosa, carboximetil celulosa de sodio),
polivinilpirrolidona, metil celulosa, almidon pre-gelatinizado, hidroxipropil metil
celulosa, (e.g, Nos. 2208, 2906, 2910), celulosa microcristalina, y mezclas de los

mismos.

[00186] Los ejemplos de rellenos adecuados para uso en las formulaciones

farmacéuticas descritas en este documento incluyen, pero no se limitan a, talco,
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carbonato de calcio (e.g, granulos o polvo), celulosa microcristalina, celulosa en
polvo, dextratos, caolin, manitol, 4cido silicico, sorbitol, almidén, almidon pre-
gelatinizado, y mezclas de los mismos. El aglutinante o relleno en las
composiciones farmacéuticas descritas en este documento esta presente
tipicamente en de aproximadamente 50 a aproximadamente 99 por ciento en peso

de la composicion farmacéutica.

[00187] Los desintegrantes se utilizan en las formulaciones farmacéuticas
orales descritas en este documento para proporcionar comprimidos que se
desintegran cuando se exponen a un ambiente acuoso. Se debe utilizar una
cantidad suficiente de desintegrante que no es ni muy poco ni demasiado para
alterar perjudicialmente la liberacidén del ingrediente activo para formas solidas de
dosificacion oral de los antibidticos aminoglucésidos y/o compuestos que
estimulan la PMF descritos en este documento. La cantidad de desintegrante
utilizado varia con base en el tipo de formulacién, y es facilmente discernible por
los versados en el arte. Los disgregantes que se pueden utilizar para formar
formulaciones farmacéuticas orales incluyen, pero no se limitan a, agar, acido
alginico, carbonato de calcio, celulosa microcristalina, croscarmelosa sdédica,
crospovidona, polacrilina de potasio, glicolato de almiddén sédico, almidon de
patata o tapioca, otros almidones, almidén pre-gelatinizado, arcillas, otras alginas,

otras celulosas, gomas y mezclas de los mismos.

[00188] Los lubricantes que pueden utilizarse para formar formulaciones
farmacéuticas orales del antibiéticos aminoglucésidos y/o compuestos que
estimulan la PMF descritos en este documento, incluyen, pero no se limitan a,
estearato de calcio, estearato de magnesio, aceite mineral, aceite mineral ligero,
glicerina, sorbitol, manitol, polietilenglicol, otros glicoles, acido estearico, lauril

sulfato de sodio, talco, aceite vegetal hidrogenado (e.g, aceite de cacahuete,
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aceite de semilla de algodon, aceite de girasol, aceite de sésamo, aceite de oliva,
aceite de maiz y aceite de soya), estearato de zinc, oleato de etilo, laurato de etilo,
agar, y mezclas de los mismos. Los lubricantes adicionales incluyen, por ejemplo,
un gel de silice Syloide (AEROSIL® 200, fabricado por WR Grace Co. de
Baltimore, Md.), un aerosol coagulado de silice sintética (comercializado por
Degussa Co. de Piano, Tex.), CAB-O-SIL® (un producto de dioxido de silicio
pirégeno vendido por Cabot Co. de Boston, Mass.), y mezclas de los mismos. Si
se usa en todo, los lubricantes se usan tipicamente en una cantidad de menos de
aproximadamente 1 por ciento en peso de las composiciones farmaceéuticas o

formas de dosificacion en los que se incorporan.

[00189] En otras implementaciones, las formulaciones farmacéuticas libres de
latosa y formas de dosificacion son proporcionadas, en el que dichas
composiciones contienen preferiblemente poca, si alguna, lactosa u otros mono- o
di sacaridos. Tal como se utiliza en este documento, el término "libres de latosa"
significa que la cantidad de lactosa presente, si la hay, es insuficiente para
aumentar sustancialmente la velocidad de degradacién de un ingrediente activo.
Las composiciones libres de lactosa de la descripcion pueden comprender
excipientes que son bien conocidos en el arte y se enumeran en la USP (XXI)/NF

(XVI), que se incorporan aqui por referencia.

[00190] Las formulaciones orales de los antibidticos arninoglucésido y/o el
compuesto que estimula la PMF, abarcan ademas, en algunas implementaciones,
las composiciones farmacéuticas y formas de dosificacibn anhidras que
comprenden los antibiéticos aminoglucésidos y/o los compuestos que estimulan la
PMF descritos como ingredientes activos en este documento, ya que el agua
puede facilitar la degradacion de algunos compuestos. Por ejemplo, la adicién de

agua (e.g, 5%) es ampliamente aceptada en las técnicas farmacéuticas como un

83



WO 2015031765 PCT/US2014/053425

medio de simular el almacenamiento a largo plazo con el fin de determinar
caracteristicas tal como la vida de estanteria o la estabilidad de las formaciones en
el tiempo. Ver, por ejemplo, Jens T. Carstensen, Drug Stability: Principles &
Practice, 379-80 (2nd ed., Marcel Dekker, NY, N.Y., 1995). Las composiciones
farmaceéuticas y formas de dosificacidn anhidras descritas en este documento se
pueden preparar usando ingredientes anhidros o que contienen baja humedad o
bajas condiciones de humedad. Las composiciones farmacéuticas y formas de
dosificacion que comprenden lactosa y al menos un ingrediente activo que
comprende una amina primaria o secundaria son preferiblemente anhidros si se
espera contacto sustancial con humedad y/o humedad durante la fabricacion,
embalaje, y/o almacenamiento. Las composiciones anhidras se envasan
preferiblemente usando materiales conocidos para evitar la exposicion al agua de
tal manera que puedan ser incluidas en los kits de formulacion adecuados. Los
ejemplos de envases adecuados incluyen, pero no se limitan a, lamina selladas
herméticamente, plasticos, envases de dosis unitaria (e.g, viales) con o sin

desecantes, paquetes de ampollas y paquetes de tiras.

[00191] En algunas implementaciones de los métodos descritos en este
documento, un antibiético aminoglucésido y/o el compuesto que estimula la PMF
se pueden, administrar directamente a las vias respiratorias en forma de un
aerosol o por nebulizacion. En consecuencia, para uso como aerosoles, en
algunas implementaciones, un compuesto antibiético aminoglucésido y/o yn
compuesto que estimula la PMF, se puede envasar en un recipiente de aerosol
presurizado junto con propelentes adecuados, por ejemplo, propelentes
hidrocarburos como el propano, butano, o isobutano con adyuvantes
convencionales. En otras formas de implementacién, el antibiético aminoglucésido
y/ el compuesto que estimula la PMF se puede administrar en una forma no

presurizada tal como en un nebulizador o atomizador.
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[00192] EI término "nebulizacion" es bien conocido en el arte para incluir la
reduccion de liquido a un aerosol fino. Preferiblemente, mediante tal nebulizacion
se producen pequefas gotas liquidas de tamafo uniforme a partir de un cuerpo
mas grande de liquido de una manera controlada. La nebulizacion se puede lograr
por cualquier medio adecuado, incluyendo el uso de muchos nebulizadores
conocidos y comercializados en la actualidad. Como es bien sabido, cualquier gas
adecuado se puede usar para aplicar presion durante la nebulizacion, los gases
preferidos son aquellos que son quimicamente inertes frente a los antibidticos
aminoglucésidos y/o compuestos que estimulan la PMF descritos en este
documento. Los gases de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, nitrégeno, argén

0 helio.

[00193] En otras implementaciones, un antibiético aminoglucésido y/o
compuestos que estimulan la PMF se pueden administrar directamente a las vias
respiratorias en forma de un polvo seco. Para uso como un polvo seco, un
antibiético aminoglucésido y/o compuestos que estimulan la PMF se pueden
administrar mediante el uso de un inhalador. Los inhaladores de ejemplo incluyen

inhaladores de dosis medidas e inhaladores de polvo seco.

[00194] Las composiciones en polvo adecuadas incluyen, a modo de ilustracion,
preparaciones en polvo de un antibiético aminoglucésido y/o compuesto que
estimula la PMF, bien mezclados con lactosa, u otros polvos inertes aceptables
para, por ejemplo, la administracién intrabronquial. Las composiciones en polvo se
pueden administrar via un dispensador de aerosol o encerradas en una capsula
rompible que puede ser insertada por el sujeto en un dispositivo que perfora la
capsula y sopla el polvo en una corriente estable adecuada para la inhalacion. Las

composiciones pueden incluir propelentes, agentes tensioactivos, y co-solventes y
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se pueden llenar en recipientes de aerosol convencionales que se cierran

mediante una valvula dosificadora adecuada.

[00195] Los aerosoles para la entrega al tracto respiratorio son conocidos en
el arte. Ver, por ejemplo, Adjei, A. y Garren, J. Pharm. Res, 1: 565-569 (1990);
Zanen, P. y Lamm, J-W. J. Int. J. Pharm., 114, 111-115 (1995); Gonda, |I.
"Aerosols for delivery of therapeutic an diagnostic agents to the respiratory tract,"
en Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 6:273-313 (1990);
Anderson et al., Am. Rev. Respir. Dis, 140: 1317-1324 (1989)) y tienen un
potencial para la administracién sistémica de péptidos y proteinas, asi (Parten y
Platz, Advanced Drug Delivery Reviews, 8:179-196 (1992)); Timsina et.
al, Int. J. Pharm,, 101: 1-13 (1995); y Tansey, |. P, Spray Technol. Market, 4:
26-29 (1994); French, D. L, Edwards, D. A. y Niven, R. W, Aerosol Sci., 27:
769-783 (1996); Visser, J., Powder Technology 58: 1-10 (1989)); Rudt, S.y R.
H. Muller, J. Controlled Release, 22: 263-272 (1992); Tabata, Y, y Y. Ikada,
Biomed. Mater, Res, 22: 837-858 (1988); Wall, D. A., Drug Delivery, 2, 10 1-20
(1995); Patton, J. and Platz, R., Adv. Drug Del. Rev., 8: 179-196 (1992); Bryon, P.,
Adv. Drug. Del Rev., 5: 107-132 (1990); Patton, J. S., et al., Controlled Release,
28: 15 79-85 (1994); Damms, B. y Bains, W., Nature Biotechnology (1996); Niven,
R. W., et al., Pharm. Res., 12(9); 1343-1349 (1995); y Kobayashi, S., et al, Pharm,
Res, 13(1): 80-83 (1996), el contenido de todos los cuales se incorporan aqui por

referencia en su totalidad.

[00196] En algunas implementaciones, los ingredientes activos de las
formulaciones que comprenden antibiéticos aminoglucésidos y/o Compuestos que
estimulan la PMF descritos en este documento, también pueden ser atrapados en
microcdpsulas preparadas, por ejemplo, mediante técnicas de co-acervacién o

mediante  polimerizacién interfacial, por ejemplo, microcapsulas de
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hidroximetilcelulosa o gelatina y microcapsulas de poli(metilmetacrilato),
respectivamente, en sistemas coloidales de entrega de farmacos (e.g, liposomas,
microesferas de albumina, microemulsiones, namoparticulas y nanocapsulas) o en
macroemulsiones. Tales técnicas se describen en Remintong’s Pharmaceutical

Sciences 162 edicidn, Osol, A. Ed. (1980).

[00197] En algunas implementaciones de estos aspectos, los antibidticos
aminoglucésidos y/o compuestos que estimulan la PMF se pueden administrar a
un sujeto por medio de liberacion controlada o retardada. ldealmente, el uso de
toda la preparacion de liberacidn controlada disefiada Optimamente en el
tratamiento médico se caracteriza por un minimo de sustancia farmaco que se
emplea para curar o controlar la condicién en una cantidad minima de tiempo. Las
ventajas de las formulaciones de liberacion controlada incluyen: 1) ampliar la
actividad del farmaco; 2) trfivot la frecuencia de dosificacion; 3) mayor
cumplimiento del paciente; 4) uso menor de drogas totales; 5) reducir los efectos
secundarios locales o sistémicos; 6) reducir al minimo la acumulacién del farmaco;
7) reducir las fluctuaciones del nivel de la sangre; 8) mejorar la eficacia del
tratamiento; 9) reducir la potenciacion o la pérdida de actividad del farmaco; y 10)
mejorar la velocidad de control de las enfermedades o condiciones. (Kim, Cherng-
ju, Contolled Release Dosage Form Design, 2 (Technomic Publishing, Lancaster,
Pa.: 2000)). Las formulaciones de liberacién controlada se pueden usar para
controlar, por ejemplo, el comienza de la accion del antibiético aminoglucésido, la
duracién de la accion, los niveles plasmaticos dentro de la ventana terapéutica, y
los niveles maximos en sangre. En particular, las formas de dosificacién de
liberacién controlada o liberacién prolongada o las formulaciones se pueden
utilizar para garantizar que se consaiga la eficacia maxima del antibiético
aminoglucésido y/o el compuesto que estimula la PMF, a la vez que minimiza los

efectos adversos potenciales y problemas de seguridad, que pueden ocurrir tanto

87



WO 2015031765 PCT/US2014/053425

por debajo de la dosificacién de un farmaco (i.e., que va por debajo de los niveles
terapéuticos minimos), asi como que exceda el nivel de toxicidad para el

medicamento.

[00198] Se pueden adaptar una variedad de formas de dosificacién controlada o
prolongada conocidas, formulaciones o dispositivos para el uso con los antibiéticos
aminoglucésidos y/o compuestos que estimulan la PMF descritos en este
documento. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a, los descritos en las
patentes U.S. Nos.: 3.845.770; 3,916,899; 3.536.809; 3.598.123; 4.008.719;
5.674.533; 5.059.595; 5.591,767; 5.120.548; 5.073.543; 5.639.476; 5.354.556;
5.733.566; y 6.365.185 B1; cada una de las cuales se incorpora en su totalidad en
este documento por referencia. Estas formas de dosificacion se pueden utilizar
para proporcionar liberacidén lenta o controlada de uno o mas ingredientes activos
usando, por ejemplo, hidroxipropilmetilcelulosa, otras matrices poliméricas, geles,
membranas permeables, sistemas osmoticos (como OROS® (Alza Corporation,
Mountain View, Calif. U.S.)), recubrimientos multicapa, microparticulas, liposomas,
o microesferas 0 una combinacion de los mismos para proporcionar el perfil de
liberaciébn deseado en proporciones variables. Ademas, se pueden usar los
materiales de intercambio iénico para preparar formas de sal adsorbidas,
inmovilizadas de los compuestos descritos y por lo tanto efectuar la entrega
controlada del farmaco. Ejemplos de intercambiadores de aniones especificos
incluyen, pero no se limitan a, DUOLITE® A568 y DUOLITE® AP143 (Rohm &

Haas, Spring House, Pa. U.S.).

[00199] En algunas implementaciones de los aspectos, los antibidticos
aminoglucésidos y/o compuestos que estimulan la PMF para uso en las diversas
formulaciones terapéuticas y composiciones, y métodos de los mismos, descritos

en este documento, se administran a un sujeto mediante liberacién sostenida o en
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pulsos. La terapia en pulsos no es una forma de administraciéon discontinua de la
misma cantidad de una composicién con el tiempo, sino que comprende la
administracion de la misma dosis de la composicion en una frecuencia reducida o
la administracidén de dosis reducidas. Las administraciones de liberacion sostenida
o de pulsos son particularmente preferida en condiciones cronicas, ya que cada
dosis de pulso se puede reducir y la cantidad total de un compuesto, tal como, por
ejemplo, todos los antibidticos aminoglucésido administrados durante el curso del

tratamiento para el paciente se minimiza.

[00200] El intervalo entre pulsos, cuando sea necesario, se puede determinar
por un versado en el arte. A menudo, el intervalo entre pulsos se puede calcular
mediante la administracion de otra dosis de la composicion cuando la composicion
o el componente activo de la composicion ya no son detectable en el sujeto antes
de la entrega del siguiente pulso. Los intervalos también se pueden calcular a
partir de la vida media in vivo de la composicidn. Los intervalos podran calcularse
como mayor que la vida media in vivo, 0 2, 3, 4, 5 y hasta 10 veces mayor que la
vida media de la composicion. Se describen varios métodos y aparatos para
composiciones pulsantes por infusion u otras formas de suministro al paciente, en

las patentes U.S. Nos.: 4.747.825; 4.723.958: 4.948.592; 4.965.251 y 5.403.590.

[00201] En algunas implementaciones, las preparaciones de liberacion
sostenida que comprenden los antibiéticos aminoglucésidos y/o compuestos que
estimulan la PMF se pueden preparar. Los ejemplos adecuados de preparaciones
de liberacién sostenida incluyen matrices semipermeables de polimeros
hidrofébicos sélidos que contienen el inhibidor, en el que las matrices estan en la
forma de articulos hechos, e.g., peliculas, o microcapsulas. Ejemplos de matrices
de liberacion sostenida incluyen poliésteres, hidrogeles (por ejemplo, poli

(metacrilato de 2-hidroxietilo), o poli (vinillalcohol), polilactidas (Patente U.S. No.
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3.773.919), copolimeros del acido L-glutamico y L-glutamato de etilo, etileno vinilo
acetato no degradable, copolimeros degradable de acido lactico-acido glicélico
tales como el LUPRON DEPOT (microesferas inyectables compuestas del
copolimero acido lactico-acido glicélico y acetato de leuprolido), y acido poli-D- (-)-

3-hidroxibutirico.

[00202] Las formulaciones que comprenden los antibidticos aminoglucésidos y/o
compuestos que estimulan la PMF descritos en este documento, que se utilizaran
para la administracion in vivo estan preferiblemente estériles. Es decir, ya
acabadas por filtracidon a través de, por ejemplo, membranas de filtracidn estériles,

y otros métodos conocidos por un versado en el arte.

[00203] Los siguientes ejemplos de métodos que se utilizaron para demostrar la
fuerza protdén-motriz inducen metabolitos aminoglucésidos potenciados contra las
persistencias bacterianas, y se pueden utilizar, por ejemplo para identificar
ademas los compuestos que estimulan la PMF y adyuvantes para uso en los

métodos y composiciones descritos en este documento.

EJEMPLOS

[00204] La resistencia a los antibidticos se esta convirtiendo en un desafio
médico importante. Los datos recopilados de la European Antimicrobial Resistance
Surveillance Network (EARS-Net) 2005-2010 muestran un descenso sin
obstaculos de la susceptibilidad antimicrobiana de los patégenos mas importantes
de toda Europa. La resistencia a la aminopenicilina observada en
enterobacteriaceae, resistencia a la meticilina en S. aureus, y la aparicion de
resistencia al glicopéptido en enterococci son algunas de las principales

preocupaciones. La situaciéon es aun mas grave teniendo en cuenta el ritmo lento
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de la quimica médica para producir nuevas sustancias antimicrobianas. Como una
consecuencia ejemplar, los carbapenemas siguen siendo la ultima clase de
antimicrobianos cuando se trata de B-lactamasas de espectro expandido o
microbios portadores de ESBL. La aparicién de resistencias a los carbapenémicos
allana el camino a la "era post-antibidticos". Clasicamente los mecanismos
descritos para la resistencia incluyen mutaciones del DNA que alteracion los
objetivos del antibiético (quinolonas y rifampicina) y la transferencia horizontal de

genes (e.g, B-lactamasas).

[00205] Sin embargo, un mecanismo cada vez mas reconocido inicialmente
identificado por Bigger es la "persistencia" (también llamado "tolerancia"). La
persistencia se define como células dentro de una poblacién bacteriana de
antecedentes genéticos compartidos que entran en un estado metabdlico reducido
o estado latente, que muestra susceptibilidad reducida a los antibi6ticos. Estas
células son llamadas persistencias. Este fenotipo no es fijo ni hereditario y la
persistencia puede volverse espontaneamente al estado normal o activo. En la
presencia de la presidén antibiética, las persistencias son favorecidas y sobreviven
mas tiempo; a través del estrés repetido de antibidticos, que pueden dar lugar, en
ultima instancia, a través de mutagénesis o transferencia horizontal de genes, a
células resistentes. Las persistencias también han sido implicadas en la formacion
de biopeliculas (infeccion de cuerpo extrafo) y las infecciones crénicas. Hasta la

fecha, sin embargo, no existe una estrategia antimicrobiana contra ellos.

[00206] La fibrosis quistica (CF) es un ejemplo clinico relevante para la
persistencia. La enfermedad genética letal mas comun entre los caucasicos, con
una frecuencia de 1 en 2000 a 3000 nacidos vivos. Es un trastorno autosdémico
recesivo debido a mutaciones en el gen de la fibrosis quistica transmembrana

reguladora de la conductancia (CFTR), que actia entre otros como un canal de
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cloruro. El transporte alterado de cloruro y otros iones afectados por CFTR (sodio
y bicarbonato predominantemente), conduce a las secreciones viscosas en los
pulmones, el pancreas, el higado, el intestino y el tracto reproductivo que alteran
su funcién, y al aumento del contenido de sal en las secreciones de las glandulas
sudoriparas, el aclaramiento impedido de secreciones viscosas en los pulmones

hace los pacientes propensos a la infeccion crdnica.

[00207] Actualmente, la principal carga de los pacientes CF es complicaciones
respiratorias que representan mas del 80% de los casos de mortandad
relacionadas con la CF. La morbilidad pulmonar de un paciente CF depende en
gran medida de episodios infecciosos pulmonares. La colonizacién por P.
aeruginosa de la via pulmonar alterada, un entorno ideal para la bacteria, se
correlaciona con una aceleracion de la disminucion de la funcion pulmonar y
representa una causa principal de mortandad. La persistencia P. aeruginosa esta
bien documentada y se cree que desempena un papel importante en la infeccién
cronica en pacientes con CF. Inicialmente, las Pseudomonas crecen en las vias
respiratorias como una cepa no mucoide que puede ser erradicada, sin embargo,
con infeccion crénica, las células de Pseudomonas adoptan progresivamente un
metabolismo de persistencia formando colonias mucoides y variantes de colonias
pequenas (SCV) llegando a ser muy dificil de erradicar. La P. aeruginosa SCV en
pacientes -CF se correlaciona con el desarrollo de resistencia a los antibiéticos. La
acumulacion de mutaciones en los genes asociados a resistencia puede dar lugar
a cepas para las que no hay practicamente ninguna opcién terapéutica izquierda.
Ademas, hay un beneficio de supervivencia para los pacientes restantes
pronunciado libre de P. aeruginosa, por lo que su erradicacidon es un objetivo

terapéutico altamente relevante.
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[00208] Los contenidos de los cuales se incorporan por referencia en su
totalidad en este documento y, en parte, en la PCT/US12/36492, son los métodos
para la identificacion de productos del metabolismo intermediario que potencian

los antibidéticos en las infecciones bacterianas.

[00209] Entre los metabolitos analizados, los componentes del TCA fuera de la
via alternativa del glioxilato resultaron mas efectivos. La B-oxidacién derivada de
propionato recapitula las gripes de algun efecto, ya que puede entrar en el ciclo de
Krebs a nivel succinilCoA. Por ultimo, la glucosa, gluconato y piruvato, como
miembros de la via Entner-Doudoroff muestran niveles variables de eficiencia. Los
miembros de la Embden Meyerhof (manitol y fructosa) no son eficientes, lo que es

consistente con la ausencia en Pseudomonas de 6-Fosfofructokinasa.

Métodos

[00210] Erradicacion de células persistentes

[00211] Las células madre congeladas se cultivan durante la noche a 37°C,
después de lo cual una sola unidad formadora de colonia (CFU) se cultiva en
caldo Luria-Bertani (LB) a 300 r.p.m. y 80% de humedad a una densidad 6ptica a
600 nm (OD600) de 0,3. Las células luego se diluyen 1: 1,000 en 25 ml de LB y se
cultivan durante 16 horas a 37°C, 300 r.p.m, y 80% de humedad en frascos de 250
ml. La ciprofloxacina se afade en una concentracién de 5 mg/l a los cultivos antes
mencionados por 4 h. Después, las células se lavan y se centrifugan a 5000 rpm
durante 15 minutos. A continuacién, las muestras se lavan con 20 ml de PBS 1x
filtrado y de nuevo se centrifugan a 5000 rpm durante 15 nims y se re-suspenden
en medio minimo M9. Las fuentes de carbono y antibiéticos (tobramicina 40mg/l)

se afladen y las muestras se incuban a 37°C, 300 r.p.m., y 80% de humedad.
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[00212] En los puntos de tiempo especificados, se retiraron alicuotas 10-ul de
células, se diluyeron en serie y se sembraron (splot-plated) sobre placas de agar
LB para determinar las unidades formadoras de colonias por ml (c.f.u.ml/l). La
concentracion de las fuentes de carbono se normalizé para entregar 60 mM de
carbono (e.g, glucosa 10 mM, fumarato 15 mM, piruvato 20 mM, etc.), los
sobrevivientes se enumeraron por alicuotas de 10 ul en placas con diluciones
seriadas tomadas desde 1 ml centrifugado y lavado con PBS (AB restante).
Solamente se contaron las diluciones que rindieron 4-40 colonias. La
supervivencia se determind dividiendo el c.f.u. ml -1 de una muestra en cada punto
de tiempo inicial por el c.f.u. ml-1 para esa muestra. Los resultados muestran una

mortandad mejorada de 1000-10000 veces (FIGs.1A-1b).

Erradicacion de células en fase estacionaria.

[00213] Las células madre congeladas se cultivan durante la noche a 37°C,
después de lo cual una sola unidad formadora de colonia (CFU) se cultiva en
caldo Luria-Bertani (LB) a 300 r.p.m. y 80% de humedad a una densidad éptica a
600 nm (OD600) de 0,3. Las células luego se diluyen 1: 1,000 en 25 ml de LB y se
cultivan durante 16 horas a 37°C, 300 r.p.m, y 80% de humedad en frascos de 250
ml. Las células luego se lavan (velocidad 5000 rpm (Centrifuga Thennofisher)
durante 15 mins. a continuacién, las muestras se lavan con 20 ml de PBS 1x
filtrado (de nuevo velocidad de 5000 rpm durante 15 minutos) y se resuspenden
en medio minimo M9. Se afnadieron fuentes de carbono y antibiéticos (tobramicina

40mg/l) y las muestras se incubaron a 37°C, 300 r.p.m. y 80% de humedad.

[00214] En los puntos de tiempo especificados, se retiraron alicuotas de 10 pl

de células y se lavaron con PBS, diluido en serie y se detectaron en placas sobre

agar LB para determinar las unidades formadoras de colonias por ml (c.f.u. ml-1).
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Las concentraciones de las fuentes de carbono se normalizaron para entregar 60
mM de carbono (e.g, glucosa 10 mM, fumarato 15 mM, piruvato 20 mM, etc.). Los
sobrevivientes se enumeraron por alicuotas de 10 yl en placas con diluciones
seriadas tomadas desde 1 ml centrifugado y lavado con PBS (AB restante).
Solamente se contaron las diluciones que rindieron 4-40 colonias. La
supervivencia se determind dividiendo el c.f.u. ml -1 de una muestra en cada punto
de tiempo inicial por el c.f.u. ml-1 para esa muestra. Los resultados muestran una

mortandad mejorada de 10000-100000 veces (Fig. 2A-2B).

Antibioticos y productos quimicos

[00215] En este estudio se utilizaron las siguientes concentraciones de
antibiéticos; 10 pg ml' gentamicina, 30 pg ml' Kanamicina, 50 pg ml’
estreptomicina, 5 pg ml"' ofloxacina, 100 pg ml-' ampicilina, 40 pg ml-' tetraciclina,
50 ug ml" cloramfenicol, 100 pug ml-' espectinomicina, 20 pug ml'* cabonilcianuro
m-clorofenil hidrazona (CCCP); se utilizé en los experimentos para suprimir la
fuerza protén-motriz. El cianuro de potasio 1TmM se utilizd para inhibir la
respiracion aerébica. Se hizo una solucion madre de CCCP, en dimetilsulfoxido a
500 uM y se almaceno a 4°C. Todos los antibi6ticos y productos quimicos se

adquirieron de Sigmay Fisher.

Cepas

[00216] Las cepas parentales utilizadas en este estudio fueron E. coli (K 12
EMG 2 y S. aureus (ATCC 25923). Todos los E. coli nocaut (ver Tabla 2) fueron
transducidos en la cepa EMG2 a partir de cepas de la coleccion KEJO nocaut
utilizando el método del fago P1. Todas las cepas se curaron usando pCP20 y

procedimientos estandar de laboratorio antes de su uso en ensayos.
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Ensayos de persistencia

[00217] Para los ensayos de persistencia con E. coli, las muestras se cultivaron
hasta la fase estacionaria como se describié anteriormente. Los cultivos se
trataron durante 4 horas con ofloxacina 5 pg ml' en las condiciones de
crecimiento establecidas anteriormente. Trabajos previos demostraron que el
tratamiento durante 3 h bajo estas condiciones elimina todas las células no

persistentes susceptibles?.

Captacion de rojo Texas por gentamicina

[00218] EI complejo rojo Texas-Gentamicina se hizo como se ha descrito
anteriormente?’. 4 °C, se disolvié 1 mg de rojo Texas (invitrogen en 50 ul de N,N
dimetilformamida anhidra de alta calidad. El rojo Texas disuelto se agregd
lentamente a 2.3 ml de solucién de gentamicina 10 mg ml' en K2CO3 100mM a

4°C.

[00219] La captacién de rojo Texas gentamicina inducida por las fuentes de
carbono en las células en fase estacionarias se determind mediante la adicion de
fuentes de carbono concentradas (ver seccion sobre medio y condiciones de
crecimiento para las concentraciones) para los cultivos en fase estacionaria y la
incubacion de los mismos durante 30 minutos a 37°C, 300 rpm, y 80% de
humedad. Luego se anadi6 el rojo Texas gentamicina concentrado a una
concentracion final de 10 pg ml' y las muestras se incubaron por 5 min. Luego se
lavaron 100 pl de cada muestra con 1 ml de PBS y se resuspendieron en 1 ml de
PBS. Después se afnadieron 200 ul de la muestra resuspendida a 800 ul de PBS
en tubos de flujo. Las muestras fueron analizadas en un citometro de flujo BD

FACS Aria Il con las siguientes condiciones: Voltaje mCherry, 650 V: umbral de
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FSC, 1000; eventos registrados, 100.000; eventos mCherry de salida cerrada,

<30.

Mediciones de potencial de membrana

[00220] EI KIT DE POTENCIAL DE MENBRANA BACTERIANA DE FONDO
BACLIGHT (B34950, Invitrogen) se puede utilizar para evaluar el cambio en la
fuerza proton-motriz inducida por los metabolitos. El potencial de membrana
inducida por fuentes de carbono en células en fase estacionaria se puede
determinar mediante la adicidon de fuentes de carbono concentradas (ver seccion
de medios y condiciones de crecimiento para concentraciones) y 10 ul de DIOC2
(3) (tinciébn de membrana) a cultivos en fase estacionaria, seguido de incubacion
durante 30 min a 37°C, 300 rpm, y 80% de humedad. Se afadieron 10 pl de los
cultivos a 1 ml de PBS en tubos de flujo inmediatamente antes del andlisis. Las
muestras pueden ser analizadas en un citometro de flujo BD FACS Aria Il con los
ajustes optimizados de acuerdo con el manual del kit Baclight. Los ajustes que se
pueden utilizar son: Voltaje FITC, 250 V: Voltaje mCherry, 650 V; umbral FSC,
1000; eventos registrados 100.000. FSC y SSC, los valores extremos fueron
cerrados mediante inspeccion visual antes de la adquisicibn de datos, se
determinaron y normalizaron los valores de rojo/verde (mCherry/FITC) para cada
célula, a continuaciéon, en comparacion se compararon con las muestras sin

metabolitos para determinar el cambio relativo en la PMF.

Experimentos anaerobios

[00221] La Escherichia coli se cultivé en una ODsoo de 0,3, después se diluyo 1:

1000 en 25 ml de LB anaerébico NaNOs 10 mM y se cultivaron durante 16 horas a

37°C, 200 r.p.m, 1,5-2,0 de hidrégeno y <50 p.p.m. de oxigeno en frascos de 250
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ml. Los cultivos se trataron a continuacion con una fuente de carbono y metabolito
en presencia o ausencia de un NaNOs adicional 10 mM. Se anadi6é el NaNOs para
determinar si incrementando la concentracion del aceptor terminal de electrones

podria aumentar la potenciacion del aminoglucdsido.

Ensayo de Biopelicula

[00222] Se diluyeron en LB cultivos que crecieron durante la noche 1: 200 en LB
precalentado que luego se agregd a las placas MBEC (Innovotech) a 150 ul por
pozo. Las placas se incubaron a 35°C, 150 r.p.m., por 24 h., a continuacion, se
lavaron las clavijas en una placa de microtitulacion con 200 pl de PBS 1x por pozo.
Las clavijas luego se agregaron a una placa de microtitulacién que contiene 200 pl
de sales minimas M9 (para E. coli) o filtrado esteril de los medios de la fase
estacionaria (para S. aureus, ademas de una fuente de carbono y antibiéticos. Las
placas se incubaron a 35°C, 150 r.p.m. por 4 h, las clavijas se lavaron dos veces
en placas de microtitulacién con 200 pl de PBS 1x por pozo. Para desalojar las
células de la biopelicula, las clavijas se colocaron en una placa microtituladora de
145 ul de PBS 1x por pozo y se sometieron a ultrasonidos en un bafo de agua
durante 30 minutos a 40 kHz. Las diluciones seriales y las sembradas (splot-
plated) se realizaron para determinar las c.f.u. viables por clavija. Para la
determinacién de la dependencia de la eliminacion de la biopelicula de E. coli con
el pH, se llevé a cabo el procedimiento anterior en sales M9 tamponadas a un pH
apropiado con acido citrico, en oposicion a KH2PO que es usado tipicamente para

M9. Ensayo de infeccién crénica del tracto urinario del ratén.

[00223] Los ratones hembra Charles River BALB/e (con un peso 22-26 Q)

recibieron implantacion quirdrgica en el tracto urinario de tubos de catéter PE50 de

6 mm que habian sido incubados en cultivos de E. Coli uropatogénica por 24 h
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para formar biopeliculas. Después de 48 h de cirugia, los ratones recibieron, bien
sea ningun tratamiento o tratamiento dos veces al dia, por via intravenosa con
gentamicina (1 mg kg'') o manitol (1,5 g kg™') mas gentamicina (1 mg kg™') durante
3 dias. En cada grupo se incluyeron siete u ocho ratones. 24 h después del
tratamiento se extrajo el tubo del catéter para determinar la viabilidad de la
biopelicula y se retiraron los rilones para determinar la carga bacteriana, los
materiales de raton fueron proporcionados por ViviSource Laboratories, una
instalacién aprobada por el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos y
por la Oficina de Bienestar de los Animales de Laboratorio, donde se realizd todo
el trabajo experimental in vivo. El estudio se hizo de acuerdo con el cuidado

animal institucional de ViviSource y las politicas y normas de procedimiento.

Anadlisis de microarreglos de Stafilococcus aureus

[00224] Los datos de los microarreglos en bruto (Archivos .CEL;) para dos fases
exponenciales (GSM524189, GSM 524193) y dos fase estacionarias (GSM
524362, GSM 524363) de cultivos S. aureus se descargaron del Gene Expresiion
Omnibus (GEO) series GSE20973 (Majerczyk, C.D et al los blancos directos de
CodY en Staphylococcus aureus, J. Bacteriol. 192, 2861-2877 (2010); Majerczyk,
C.D. et al blancos directos de CodY en Staphylococcus aureus J. Bacteriol, 192,
2861-2877, (2010)). Los datos fueron procesados con RMA expresp usando ajuste
de fondo, normalizacién cuartil y resumen perfeccionado de la mediana) para
calcular los valores de la expresion RMAso. Los valores promedio de expresion se
calcularon para los datos de la fase exponencial y la fase estacionaria y los
cambios relativos de repeticién (estacionaria/exponencial) se reportan en la tabla

3.
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Software

[00225]
flujo. Para el analisis de datos de microarreglos y generar mapas de calor a escala

utilizando la funcién de imagenes. Se utiliza Microsoft Excel para trazar ensayos

Se utiliz6 MATLAB (Marhworks) para procesar los datos citometricos de

de supervivencia.

Tabla 1: Enzimas inactivadas para determinar la fuente de generaciéon de
NADH.
Equivalente de
Enzima Gen(es)
reduccion
Glucosa 6-fosfato-1-deshidrogenasa Zwf NADPH*
6-fosfofructoquinasa prkA pfkB NADH
Citrato/metilcitrato sintasa gltA prpC NADH
Piruvato deshidrogenasa acekE NADH

* EI NADPH se puede convertir en NADH por la piridina nucleétido transhidrogenasa (sthA)

Tabla 2: Primers de chequeo para cepas genéticas nocaut

Gen Primers hacia delante Primers inverso

milD)  CTCCTCACGGAGAGGGTTT (SEQ ID NO: 1) TCAAGCACACGGTTTTCAAA (SEQ ID NO: 2)

zwf COGTAATCGCACGGGTGGATAA (SEQ ID NO: 3) TTATGACTGAAACGCCTGTAACCG (SEQ ID NO: 4)
pikA CCAGGGAGOGOGTAAACGGTCTATG (SEQ ID NO: 5) GGTTTCAGGGTAAAGGAATCTGCC (SEQ ID NO: 6)
pikB ATTTCTTCACTTTCCGCTGATTCG (SEQ ID NO: 7) ATTTCCCTCATCATCCGTCATAGTG (SEQ ID NO: 8)
poxB TOGTCGGGTAACGGTATCAC (SEQ ID NO: 9) ACCGTTAGTGCCTCCTTTCTCT (SEQ ID NO: 10)

it TAAAGCCAGGTTGATGTGCGAA (SEQ ID NO: 11) AAGTATTGGGTTGCTGATAATTTGAGC (SEQ ID NO:
-/”'I’C GACCCTACAAATGATAACAATGACGAGG (SEQ  12) GACGATATCAACGATTTCACGATCAAA (SEQ ID
aceE 1D NO:1 3) GTGAGCGTTCTCTGCGTCGTCT (SEQ  NO: 14) TCTCTTTCACGGTGCCAGCAA (SEQ ID NO: 16)
cvod ID NO: 15) TTCCCGTAAAATGCCCACAC (SEQID TAATGCCAGCGATCGTAACC (SEQID NO: 18)

' NO: 17)

cavdB GCCCAAGCAGCCTGAAAA (SEQ ID NO: 19) CGGTGATTACCCCAAACGAA (SEQ ID NO: 20)
appB TGCAGAAATATGCCCGTCTG (SEQ ID NO: 21)  AGGGTGGAGAGCGAACACAT(SEQ ID NO: 22)

GCOGAAGAACATTTTCATTGCTGTA (SEQID S e > ZaISs i e
ndh 23) GATCGCGCTGTTCCTCAAG (SEQ ID NO: 24)

nuol TGTCCTTCGGCTGGAAAATC (SEQ ID NO: 25) CTCGCAAGGTCGCAAGTATG (SEQ ID NO: 26)
kanR GOGTCCGCCACACCCAGCC (SEQ ID NO: 27)
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Tabla 3: Regulacion del pliegue de la fase estacionaria de los
transportadores de metabolitos.
. . . . Veces de
Replicado Replicado Replicado Replicado .
Z‘:I"E;b;s # dlfn/i'\;&iso Expor;encial Exponzencial Estaci10nario Estaci2<>nario Ext: ?:?;zlaorio / Descripcion
Potencial
Eenzima 1A
Q5HF29, fosfotransferasa
Crr P60856, 100.18 107.50 120.26 131.12 1.21 i d
P60857 especifica e
glucosa
Componente del
Q5HJI3, sistema PTS de
ptsG Q7A807, 233.59 218.12 72.59 60.48 0.29 EIICBA dl
Q99X32 '\ glucosa
especifico.
Componente del
Q5HEA48, . .
miA | Q7A4B3, 5.59 4.61 3.21 3.28 064 | SiStema PTS
Q99SA3 manitol
especifico EIICB
Componente de
Q5HEA46, la enzima
mtlF POAOD?7, 23.64 16.75 14.62 23.53 0.94 fosfotransferasa
POAOD8 I A manitol
especifica
componente
Q5HCQS6, )
SACOL | 07a37a4, 8.93 8.18 206.91 150.47 20.88 lIABG  sistema
2662 Q99Q77 PTS  fructosa-
especifica

Resumen de Resultados
[00226] Los aminoglucésidos son el pilar de la supresion crénica CF y parte del
tratamiento de las exacerbaciones pulmonares agudas. Sin embargo, requieren el
transporte activo para su entrada en la célula y por lo tanto tienen una débil
actividad frente a células latentes como las células plancténicas de Pseudomonas
o0 persistentes, sin embargo, recientemente se mostré en E. coli que los
aminoglucosidos se podrian potenciar por estimulacion metabdlica.

[00227] Hemos probado si la estimulacién metabolica podria potenciar los
aminoglucésidos contra las Pseudomonas persistentes. Tenemos pruebas de
metabolitos de las vias Entner-Doudoroff, la via Pentosa, asi como los
componentes del ciclo del acido tricarboxilico (RCA) y un conector entre la B3-

oxidacion y el TCA que podria restaurar la mortandad aminoglucésidos de las

celulas persistentes. Las persistentes se aislaron a partir de células en fase
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estacionaria profunda a través de la seleccion ciprofloxacina y se resuspendieron
en medio minimo que contiene la fuente de carbono especifica. La concentracion
de la fuente de carbono se normalizé para entregar 60 mM de carbono (en forma

de fumarato que contiene 4 atomos de carbono, se administré a 15 mM).

[00228] La tobramicina se potencié por fuentes de carbono especificas de la
ruta Entner-Doudoroff y el ciclo TCA (Fig. 1), pero no de las vias de Pentosa. En
consonancia con el hecho que la Pseudomonas no tiene 6-fosfofructoquinasa las
molecules de la via Embden-Meyerhof no tuvo ningun efecto. Los mas potentes
metabolitos fueron succinato y fumarato, que se encuentran en una posicion en el
exterior del TCA de la desviacion del glioxilato. Sin desear estar limitado por la
teoria, estos datos indican que la derivacion glioxilato en P. aeruginosa juega un
papel en la derivacion de las fuentes de carbono fuera del TCA para disminuir la
tasa metabdlica y serian consistentes con las observaciones en Micobacterias
tuberculosis que isocitrato liasa es critica para la persistencia in vivo. También
documentamos la cinética de esta potenciacion y se probo si otras clases de
antibiéticos bacterianos (B-lactamas y quinolonas se potenciaron pero soélo se

encontrd una potenciacién marginal (Fig. 1).

[00229] Como se menciond anteriormente, las células de Pseudomonas en fase
estacionaria plancténicas son so6lo débilmente sensibles a aminoglucosidos.
Nosotros probamos si nuestra mejor fuente de carbono utilizada (i.e., fumarato)
podria potenciar la tobramicina persistente y se encontr6 que (1) las dosis
crecientes de fumarato conducen al aumento de la mortandad de las células para
una dosis dada de Tobramicina (FIG. 2B) y que (2) para una dosis creciente dada
de fumarato la tobramicina también conducen a un aumento de mortandad (Fig.

2A).
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[00230] Entre los metabolitos probados, los componentes del TCA fuera de la
via alternativa del glioxilato probaron ser los mas efectivos. El propionato
recapitulado derivado de la B-oxidacién tiene algun efecto, ya que puede entrar en
el ciclo TCA al nivel succinilCoA, Por ultimo, la glucosa, el gluconato y el piruvato,
como miembros de la via Entner-Doudoroff mostraron niveles variables de
eficacia. Es de destacar que los miembros de la via Embden-Meyerhof (Manitol y
fructosa) no fueron eficientes, lo que es coherente con la deficiencia en las

Pseudomonas de la 6-fosfofructokinasa.

[00231] Se demostrd la potenciacion de los animoglucosidos con base en
metabolitos de las células en fase estacionaria P. aeruginosa. La FIG. 3A muestra
que la selecciéon de los compuestos del metabolismo intermediario se hizo para
evaluar la potenciacién de la tobramicina (TBR), incluyendo la glicdlisis, la via de
Pentosa, el ciclo del &cido tricarboxilico, que comprende la derivacién del glioxilato
y los compuestos fuera de él, asi como un enlace con la B-oxidacién. La FIG. 3B
muestra la supervivencia en CFU por ml para las células no tratadas (sin AB) y las
células tratadas con tobramicina (TBR) en una concentracién de 40 [mg/l], sin
fuente de carbono (CTRL), o ribosa (RIB), arabinosa (ARA), fructosa (FRU),
manitol (MAN), glucosa (GLC), gluconato (GLN), piruvato (PRV), acetato (ACE),
oxaloacetato (OXA), citrato (CIT), glioxilato (GLX), alfa-cetoglutarato (aKG),
succinato (SUC), fumarato (FUM), y propionato (PRP), mpentse en fase
estacionaria, las concentraciones de fuentes de carbono fueron emparejados para
tener 60 mM de carbono. La FIG. 3C muestra los efectos de fumarato (FMR) y
glioxilato (GLX) que fueron comparados sin fuente de carbono con una dosis mas
alta de tobramicina (320 [mg/l]). La FIG. 3D muestra la cinética de potenciacién de
la tobramicina por fumarato (FMR) en comparacién a la tobramicina sola, el
fumarato solo o sin tratamiento. La FIG. 3E muestras las curvas de respuesta a la

dosis de las células persistentes sin antibiético o con dosis fijas de la tobramicina
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(TBR) a una concentracion de [40mg/L] se graficaron para dosis crecientes de
fumarato (FMR) en comparacién con solo fumarato. La FIG. 3F muestra la
respuesta dependiente de la dosis a la tobramicina en presencia o ausencia de

fumarato.

[00232] Se demostrd la potenciacion de los animoglucosidos con base en P.
aeruginosa persistente. La FIG. 4A muestra el establecimiento de persistencia por
seleccion de la ciprofloxacina; las condiciones incluyen, sin tratamiento (linea de
color negro, @), 5 mg/I™m, 10 mg/l (a), 20 mg/| (™, 40 mg/l (® de ciprofloxacina. La
Fig. 4B muestra un panel de metabolitos que también se ensayd para la
potenciacion de la tobramicina (TBR) en una concentracion de [40 mg/l], sin fuente
de carbono (CTRL), o ribosa (RLB), arabinosa (ARA), fructosa (FRU), manitol
(MAN), glucosa (GLC), gluconato (GLN), piruvato (PRV), acetato (ACE),
oxaloacetato (OXA), citrato (CIT), glioxilato (GLX), alfa-cetoglutarato (aKG),
succinato (SUC), fumarato (FUM), y propionato (PRP). Las concentraciones de las
fuentes de carbono fueron emparejadas para tener 60 mM de carbono. La FIG. 4C
muestra la cinética de la potenciacion de la tobramicina por fumarato (FMR) en
comparacién a la tobramicina. La FIG. 4D muestra las curvas de respuesta a la
dosis de las células persistentes sin antibiético o con dosis fijas de la tobramicina
(TBR) a una concentracién de [40 mg/L] graficadas para dosis crecientes de
fumarato (FMR) en comparacién con solo fumarato. La FIG. 4E muestra la
respuesta dependiente de la dosis a la tobramicina en presencia o ausencia de

fumarato.

[00233] La también se muestran la potenciacion en contextos clinicos
relevantes. Las Figs. 5A-5B Muestran las curvas de mortandad para células en
fase estacionaria de pacientes CF derivadas de cepas no mucoides tratadas con

dosis crecientes de la tobramicina y sin fuentes de carbono (CTRL), el fumarato
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(FMR) o piruvato (PRV). La FIG. 5C muestra las mismas curvas de mortandad con
un paciente CF derivada de cepas no mucoides. La FIG. 5D muestra las mismas
curvas de mortandad con una cepa derivada de pacientes CF con un alto perfil de
resistencia a los antibiéticos. La FIG. 5E muestra la mortandad antibidtica de
biopeliculas con tobramicina (TBR) sin fuente de carbono adicional (CTRL) o

fumarato (FMR).

[00234] También se muestra la potenciacion de las fuentes de carbono que
provocan aumento en la absorcion de la tobramicina a través de la acumulacion
PMF. La FIG. 6A muestra las medidas con base en la cartometria de flujo de la
tobramicina etiquetada con fluorescencia en células PAO1, tratadas
respectivamente, con fumarato (FMR), piruvato (PRV), glioxilato (GLX) o sin
tratamiento (CTRL). La FIG. 6B muestra la mediciéon de la tasa de consumo de
oxigeno (OCR) de las células PAO1 tratadas respectivamente con fumarato
(FMR), piruvato (PRV), glioxilato (GLX) o sin tratamiento (CTRL). La FIG. 6C
muestra la evaluacion de la criometria de flujo de la absorcién de la tobramicina en
ausencia o presencia de un inhibidor de PMF (NaN3). La FIG. 6D muestra la
evaluacion mediante el ensayo de supervivencia del impacto de varios inhibidores
de PMF en la letalidad de la tobramicina en fase estacionaria tratada con fuentes

de carbono.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion farmacéutica que comprende wuna cantidad

terapéuticamente efectiva de tobramicina en combinacion con fumarato.

2. La composicidn de la reivindicacion 1, en donde la cantidad de fumarato esta

entre 5 mMy 30 mM.

3. La composicidn de la reivindicacion 1, en donde la cantidad de fumarato esta

entre 10 mMy 20 mM.

4. La composicién de la reivindicacion 1, en donde la cantidad terapéuticamente

efectiva de tobramicina esta entre 20 mg/L y 320 mg/L, inclusive.
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