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DESCRIPCION
Derivados del 4cido glucénico para su uso en el tratamiento y/o prevencién de infecciones microbianas
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un compuesto de Férmula XX, o una lactona del mismo, para su uso en el
tratamiento y/o prevencién de infecciones bacterianas.

Antecedentes

Los agentes antimicrobianos se han utilizado durante los dltimos 70 afios para tratar a pacientes con
enfermedades infecciosas. Desde la década de 1940, estos farmacos han reducido en gran medida la
morbilidad y la mortalidad por enfermedades infecciosas. Sin embargo, su uso se ha extendido tanto y
durante tanto tiempo que los organismos infecciosos para cuya eliminacion estan disefiados los
antimicrobianos se han adaptado a ellos. Como resultado, los medicamentos se vuelven ineficaces y las
infecciones persisten en el organismo, aumentando el riesgo de contagio a otras personas.

La resistencia antimicrobiana amenaza la prevencidn y el tratamiento efectivos de un rango siempre creciente
de infecciones provocadas por bacterias, parasitos, virus y hongos.

Por lo cual, la resistencia antimicrobiana es una amenaza cada vez mas seria para la salud publica global
que requiere de la accidn a través de todos los sectores del gobierno y de la sociedad.

Todas las clases de microbios desarrollan resistencia: los hongos desarrollan resistencia antifungica, los virus
desarrollan resistencia antiviral, los protozoos desarrollan resistencia antiprotozoaria, y las bacterias
desarrollan resistencia a antibiodticos.

El problema con la resistencia a antibiéticos es un fendmeno comun. Las infecciones flngicas que son
resistentes al tratamiento son un problema emergente de salud publica. En general, la resistencia antifingica
alin es relativamente desconocida, pero el problema probablemente continuara evolucionando a menos que
se realice algo més para evitar que se siga desarrollando més resistencia y prevenir la propagacién de estas
infecciones. A pesar de que la mayor parte de la resistencia antifungica ocurre en las especies de Candida, la
resistencia en otros tipos de hongos, tales como Aspergillus, también es un problema emergente.

Debido a que los hongos son eucariotes, tal como los huéspedes humanos a los que ellos infectan, existen
solamente pocos objetivos diferentes que se pueden emplear para el desarrollo de los farmacos antifingicos.
Por lo cual, los antifingicos se restringen en su mayor parte a los farmacos que estan dirigidos a pocas rutas
metabdlicas.

Un objetivo para los agentes antimicrobianos es la biopelicula la cual es un producto de un proceso de
desarrollo microbiano. Las biopeliculas estan formadas por las células microbianas que se adhieren una con
la otra y estan rodeadas por una matriz polimérica extracelular autoproducida. La formacién de la biopelicula
es una estrategia de sobrevida para las bacterias y hongos para adaptarse a su entorno vivo, especialmente
en un entorno hostil. Cuando una célula conmuta al modo de crecimiento de biopelicula, esta sufre un cambio
fenotipico en su comportamiento en el cual grandes conjuntos de genes se regulan de manera diferencial.
Las biopeliculas pueden contener muchos tipos diferentes de microorganismos, por ejemplo bacterias,
arqueas, protozoos, hongos y algas.

Se estima que las biopeliculas estdn asociadas con el 80% de las infecciones microbianas y el crecimiento
de microorganismos en las biopeliculas puede aumentar su resistencia a los agentes antimicrobianos.
Ademas, las bacterias de la biopelicula son hasta 1000 veces mas tolerantes y/o resistentes a los antibiéticos
que las células de plancton.

En la mayoria de los hongos, las hifas son el modo principal de crecimiento vegetativo, y en conjunto se
denominan un micelio. Por ejemplo, la virulencia de Candida albicans es mediada por una transformacién de
células planctdnicas en hifas. La forma de las hifas, es decir, células filamentosas, tienen la capacidad de
invadir el tejido e inducir la inflamacién, mediada por candidalisina, una toxina peptidica citotéxica que
destruye las células epiteliales (Moyes et. al., Nature, 2016, 532, 64).

La resistencia antimicrobiana no solamente es problematica en infecciones primarias, sino también en
infecciones secundarias. Sin agentes antimicrobianos efectivos para la prevencién y tratamiento de las
infecciones, los procedimientos médicos tales como el trasplante de 6rganos, la quimioterapia de céncer, el
manejo de la diabetes y la cirugia mayor se transforman en un riesgo elevado. Ademas, las infecciones
fungicas se han wvuelto una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en los pacientes
inmunocomprometidos, tales como aquellos con VIH/SIDA, tuberculosis o los que reciben quimioterapia. A
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pesar de una conciencia aumentada y de las estrategias de tratamiento mejoradas, el frecuente desarrollo de
resistencia a los farmacos antifingicos usados en establecimientos clinicos contribuye al aumento en la
cantidad de micosis.

El documento EP 1 764 100 divulga que el efecto antibacteriano de un agente antifingico como el miconazol
puede potenciarse mediante un sistema tampén que comprende un acido organico.

El documento WO 2010/129443 divulga sales de acido de azlcar de calcio, como el gluconato de calcio, y su
capacidad para reducir la produccién de TSST-1 de S. aureus.

El documento WO 2016/141946 divulga el efecto del gluconato de zinc sobre la salmonela en cerdos.

El documento WO 2008/108834 divulga el efecto de una serie de lactonas sobre Streptococcus pneumoniae.
Por lo cual, existe una necesidad creciente de nuevos agentes antimicrobianos.

Compendio

Los presentes inventores han desarrollado un método para prevenir y/o reducir la formacién de biopeliculas.
Cuando se reduce o previene la formaciéon de la biopelicula, las células microbianas individuales ya no
pueden adherirse a la superficie. Por lo tanto, se previene una infeccién posterior y las células microbianas

que ya no forman una biopelicula se desechan. Los presentes inventores han demostrado que el tratamiento
con un compuesto de Férmula XX,

OH

XX

XIX

reduce la presencia de biopelicula de especies de hongos, y tener un efecto citotéxico sobre varias especies
de hongos. Ademas, los presentes inventores han demostrado que un compuesto de féormula | es Gtil como
agente antibacteriano.

Asi, en un aspecto, la presente invencién se refiere a un compuesto de Férmula XX, o una lactona del
mismo, 0 una composicién farmacéutica que comprende un compuesto de Férmula XX, o una lactona del
mismo, para su uso en el tratamiento y/o prevencién de infecciones bacterianas.

En una realizacion, la presente invencion se refiere a glucono-8-lactona para su uso en el tratamiento de una
infecciébn bacteriana causada por Gardnerella vaginalis, Mobiluncus spp, Ureaplasma urealyticum,
Mycoplasma hominis, Prevotella spp, Enterococci, Bacteroides spp, Peptostreptococcus spp, Porphyromonas
gingivalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Acetinobacter baumanii, Streptococcus pyogenes,
Beta-Hemolytic Streptococci Grupo C, Beta-Hemolytic Streptococci Grupo G, y/o Streptococcus agalactiae.

En otro aspecto, la presente invencidn se refiere a un compuesto de Férmula XX, o una lactona del mismo,
tal como un compuesto de Férmula XIX o XXI, para su uso en la prevencion del parto prematuro causado por
vulvovaginitis bacteriana.

La invencion se define en las reivindicaciones. Cualquier materia que quede fuera del ambito de las
reivindicaciones se proporciona Unicamente a titulo informativo.

Descripcidn de los Dibujos
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Figura 1. Formacién normalizada de biopelicula de Candida albicans tratada con distintos acidos. GIyA =
acido glicérico (pH = 7), XA = &cido xilénico (pH = 7), CA = &cido citrico (pH = 4,6), GA = &cido glucénico (pH
=6,5), LA = 4cido lactico (pH = 4,9), La biopelicula se midié después de 24 h.

Figura 2. Cambios en la rotacién éptica en la hidrélisis de la glucono-d-lactona (GDA) en agua destilada
(circulos no rellenos), tampdn pH 4 (cuadrados rellenos), tampén pH S (cuadrados no rellenos) y tampén pH
7 (circulos rellenos).

Figura 3. Formacién normalizada de biopelicula de Candida albicans en el medio minimo a pH 2,6-6,6 con
tampén fosfato (circulos no rellenos, linea punteada) o glucono-d-lactona (cuadrados rellenos, linea
continua). La biopelicula se midié al cabo de 24 h y la tincién se realizd con violeta cristal.

Figura 4. (A) Formacién normalizada de biopelicula de Candida albicans tratada con GA
lactonizado/oligomerizado. Un pellet de acido glucénico lactonizado/oligomerizado se agregé a una solucién
tampén de pH 3,71 (10 mL) a 37°C. Las muestras se tomaron (4 mL) cada hora (en rangos de tiempo
distintos) y se agreg6 una nueva solucidén tampén (4 mL). Las muestras se diluyeron 50 veces con medio de
biopelicula y se midié la cantidad de formacién de biopelicula al cabo de 24 h. (B) Formacién normalizada de
biopelicula de Candida glabrata tratada con GA lactonizado/oligomerizado. Se agregé un pellet de acido
glucénico lactonizado/oligomerizado a una solucién tampén de pH 3,71 (10 mL) a 37°C. Se tomaron
muestras (4 mL) a cada hora (a distintos rangos de tiempo) y se agregd una nueva solucién tampén (4 mL).
Las muestras se diluyeron 50 veces con medio de biopelicula y se midié la cantidad de formacién de
biopelicula al cabo de 24 h.

Figura 5. (A) Formacién normalizada de biopelicula de Candida albicans tratada con glucono-8-lactona
(GDA). Un pellet de GDA se agregé a una solucién tampdn de pH 3,71 (10 mL) a 37°C. Se tomaron muestras
(4 mL) después de 1, 2, 3, 4, 5, 6y 24 h y se agregd una nueva solucién tampén (4 mL). Las muestras se
diluyeron 50 veces con medio de biopelicula y la cantidad de formacién de biopelicula se midié luego de 24 h
(B) Formacién normalizada de biopelicula de Candida glabrata tratada con GDA. Se agregé un pellet de GDA
a una solucién tampén de pH 3,71 (10 mL) a 37°C. Se tomaron muestras (4 mL) después de 1, 2, 3,4,5,6y
24 h y se agregd una nueva solucién tampén (4 mL). Las muestras se diluyeron 50 veces con medio de
biopelicula y la cantidad de formacién de biopelicula se midié luego de 24 h.

Figura 6. (A) Viabilidad de las biopeliculas de C. albicans y C. glabrata luego del tratamiento con glucono-5-
lactona (GDA) a distintas concentraciones durante 24 h. Se realizé la tincién de la biopelicula con XTT. Se
midi6 la densidad éptica a 485 nm. Las franjas en diagonal indican los datos para C. albicans. Las columnas
rellenas en negro indican datos para C. glabrata. (B) Viabilidad de las biopeliculas de C. albicans y C.
glabrata, luego del tratamiento con GDA a distintas concentraciones por 48 h. La tincién de la biopelicula se
llevé a cabo con XTT. Se midié la densidad éptica a 485 nm. Las franjas en diagonal indican los datos para
C. albicans. Las columnas rellenas en negro indican los datos para C. glabrata.

Figura 7. Efecto de glucono-d-lactona (GDA) sobre la biopelicula madura de C. albicans y C. glabrata. Se
incub6 la biopelicula madura (cultivada por 48 h) con GDA durante 5 h a 37°C y luego las células se
plaquearon en dilucién seriada sobre placas de YPD para estimar la sobrevida celular.

Figura 8. (A) Estudio microfluidico del desarrollo de la biopelicula de C. albicans no tratada en medio minimo
a pH 7,0. Las células no tratadas principalmente forman hifas. (B) Estudio microfluidico del desarrollo de
biopelicula de C. albicans tratada en medio minimo con un hidrolizado de glucono-d-lactona (GDA) a una
concentracién final de X50, pH 3,8. La adicién de GDA caus6 que C. albicans creciera predominantemente
como una forma de levadura, pero no como hifas.

Figura 9. Formacion de biopelicula de Escherichia coli K12 ya sea tratada con tampén de fosfato (cuadrados
rellenos), acido citrico (cuadrados no rellenos), 4cido lactico (triangulos rellenos), acido glucénico (circulos
rellenos) o glucono-d-lactona (circulos no rellenos) para obtener medios con diferente pH (2,6 a 6,6). Se tifié
la biopelicula con cristal violeta.

Descripcidn detallada de la invencion

Las referencias a métodos de tratamiento en esta descripciéon deben interpretarse como referencias a los
compuestos, composiciones farmacéuticas y medicamentos de la presente invencién para su uso en un
método para el tratamiento del cuerpo humano (o animal) mediante terapia (o para diagndstico).

Compuestos

En un aspecto, la presente invencion se refiere a una composicién farmacéutica que comprende un
compuesto de formula XX,
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OH

XX

para su uso en el tratamiento y/o prevencién de una infeccidén bacteriana seleccionada del grupo que consiste
en Gardnerella vaginalis, Mobiluncus spp, Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma hominis, Prevotella spp,
Enterococci, Bacteroides spp, Peptostreptococcus spp, Porphyromonas gingivalis, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Acetinobacter baumanii, Streptococcus pyogenes, Beta-Hemolytic Streptococci
Grupo C, Beta-Hemolytic Streptococci Grupo G-, y/o infeccién por Streptococcus agalactiae.

En una realizacién, los compuestos XIX, XX y XXI estan en equilibrio en solucidén acuosa.

En una realizacién preferida, el compuesto de Férmula | es glucono-d-lactona (GDA, Férmula XIX),

XIX

Polimero/oligémero

En una realizacion, el compuesto de Férmula XX, o lactona del mismo, tal como un compuesto de Férmula
XIX o XXI, se oligomeriza para formar un oligbmero. En otra realizacién, el compuesto de Férmula XX, o
lactona del mismo, tal como un compuesto de Férmula XIX o XXI, se polimeriza para formar un polimero.

En una realizacién, el oligémero o polimero comprende un compuesto de Férmula XX, o lactona del mismo,
tal como un compuesto de Férmula XIX o XXI, es decir, es un homo-oligémero/polimero en el que un
compuesto de Férmula XX, o lactona del mismo, tal como un compuesto de Férmula XIX o XXI, es el
mondémero. En otra realizacién, el oligbmero o polimero es un oligbmero/polimero mixto, es decir, un
heterooligémero/polimero.

En una realizacién, el oligbmero o polimero ademas comprende &cido lactico, es decir, un oligémero/polimero
de acido lactico.

Infecciones

En un aspecto, la presente invencion se refiere a un compuesto de Férmula XX, o lactona del mismo, tal
como un compuesto de Férmula XIX o XXI, o una composicidén farmacéutica que comprende dicho
compuesto para su uso en el tratamiento y/o prevencién de una infeccién bacteriana seleccionada del grupo
que consiste en Gardnerella vaginalis, Mobiluncus spp, Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma hominis,
Prevotella spp, Enterococos, Bacteroides spp, Peptostreptococcus spp, Porphyromonas gingivalis,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Acetinobacter baumanii, Streptococcus pyogenes, Beta-
Hemolytic Streptococci Grupo C, Beta-Hemolytic Streptococci Grupo G-, ylo infeccién por Streptococcus
agalactiae.
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En una realizacién, la infeccién bacteriana es una infecciéon urogenital. En una realizacién la infeccién
bacteriana es una infeccién vaginal.

En una realizacién, la infecciéon es una infeccién en un mamifero, es decir, el individuo que necesita dicho
tratamiento es un mamifero. Preferentemente, el mamifero es un humano. En una realizacién, el humano es
una mujer. Dicha mujer puede ser una mujer embarazada.

En una realizacion, la infeccién es dermatitis y/o eczema. Dicha dermatitis y/o eczema puede ser dermatitis
seborreica. La infeccién también puede ser una infeccién secundaria de dicha dermatitis 0 eczema.

El término “infeccién secundaria”, como se usa en este documento, se refiere a una secuela o complicacién
de una causa raiz. Dicha causa raiz puede ser una infeccién primaria.

En una realizacién, la infeccién es el acné de todas las severidades, o condiciones acneiformes tales como
rosécea, dermatitis perioral o periorbital.

En una realizacion, la infeccién es furunculosis, carbunculosis o foliculitis.

En una realizacién, la infeccién es una infeccién de la cara, cuero cabelludo, el torso y/o la ingle. La infeccidon
puede ser una infeccién de heridas en la piel infectadas en dichas areas. La infeccién también puede estar
ubicada en los pliegues de la piel del cuerpo.

En una realizacién, la infeccién es impétigo o erisipela.

En una realizacién, la infeccién es una infeccién de los pies. Dicha infeccién de los pies puede estar asociada
con heridas de pies de diabéticos. En una realizacién, la infeccién de los pies es secundaria al crecimiento
interno de las ufias de los pies 0 ampollas de los pies.

En una realizacidn, la infeccion es una infecciéon secundaria que aparece luego de la mordedura de un
animal. Dicho animal puede ser un insecto. En una realizacién, la infeccién es una infeccién secundaria que
aparece luego de las picaduras de insectos, picaduras de mosquitos, picaduras de garrapatas, eritema
migratorio o linfadenosis benigna de cutis.

En una realizacién, la infeccidén es una infeccién secundaria de herpes simplex, dermatolégica, oral o genital,
o una infeccién secundaria de herpes zoster o varicela zoster.

En una realizacion, la infeccién es una infeccién secundaria de lesiones a la piel, tal como quemaduras o
cortes.

En una realizacién, la infeccién bacteriana es periodontitis.
En una realizacién, la infeccién bacteriana es vaginosis bacteriana.

En un aspecto, la presente invencidn se refiere a un compuesto de férmula XX,

OH or Q

OH

XiX
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para su uso en el tratamiento de vaginosis bacteriana, en el que la vaginosis bacteriana estd causada por
Gardnerella vaginalis, Mobiluncus spp, Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma hominis, Prevotella spp,
Enterococci, Bacteroides spp, Peptostreptococcus spp, Porphyromonas gingivalis, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Acetinobacter baumanii, Streptococcus pyogenes, Estreptococos betahemoliticos
del grupo C, Estreptococos betahemoliticos del grupo G, y/o Streptococcus agalactiae.

En una realizacién, la infeccion es secundaria a la colonizacidn oral, nasal o anogenital de estreptococos del
grupo A o del grupo B o de bacterias multirresistentes.

En una realizacién, la infeccién es dermatitis estreptocécica perianal.
Formulaciones

En algunas realizaciones, la presente invencién se refiere a una composiciéon farmacéutica que comprende
un compuesto de formula XX, o lactona del mismo, tal como un compuesto de férmula XIX o XXI, para su uso
en el tratamiento de una infeccién bacteriana. En una realizacion, la composicién farmacéutica se formula en
forma de comprimido, comprimido de desintegracién oral (0 comprimido de disolucién oral (ODT)), pastilla,
chicle, goma de mascar, crema, locién, gel, emulsién, solucién, espuma, pomada, aerosol, enjuague bucal en
suspensién, enjuague bucal, enjuague bucal, bafio bucal, esmalte de ufias, parche dérmico o champu. En
una realizacién, dicha solucién esta adaptada para su uso en un vendaje, apésito y/o compresa.

En una realizacién, la composicién farmacéutica comprende al menos 5% en peso, tal como al menos 10%
en peso, tal como al menos 15% en peso, tal como al menos 20% en peso, tal como al menos 25% en peso,
tal como al menos 30% en peso, tal como al menos 40% en peso, tal como al menos 50% en peso, tal como
al menos 60% en peso del compuesto de la Férmula ().

En una realizacién, la composicion farmacéutica para ser usada segun cualquiera de las reivindicaciones
precedentes, donde la composicién farmacéutica comprende no mas de 99% en peso, tal como no méas de
95% en peso, tal como no mas de 90% en peso, tal como no méas de 85% en peso, tal como no més de 80%
en peso, tal como no mas de 75% en peso del compuesto de la Férmula ().

En una realizacién, la composicién farmacéutica comprende de 5 a 99% en peso, tal como entre 10 a 95% en
peso, tal como entre 15 a 95% en peso, tal como entre 20 a 90% en peso, tal como entre 40 a 95% en peso,
tal como entre 40 a 95% en peso, tal como entre 50 a 95% en peso del compuesto de la Férmula (I).

En una realizacién, la composicién farmacéutica comprende no méas de 10% en peso de agua, tal como no
mas de 5% en peso de agua.

Un “agente antimicrobiano”, como se utiliza en este documento, se refiere a un agente que es capaz de
disminuir o eliminar o inhibir el crecimiento de microorganismos tal como el término conocido en el arte
(microorganismos ejemplares incluyen microbios tales como bacterias, hongos, virus y otros patégenos). De
manera similar, el término “agente antifungico” se refiere a un agente que es capaz de disminuir o eliminar o
inhibir el crecimiento de los hongos, y el término “agente antibacteriano” se refiere a un agente que es capaz
de disminuir o eliminar o inhibir el crecimiento de bacterias.

En una realizacion, la composicién farmacéutica se formula como tampén, vagitorio, aerosol vaginal, copa
vaginal, gel vaginal, inserto vaginal, parche vaginal, anillo vaginal, esponja vaginal, supositorio vaginal, crema
vaginal, emulsién vaginal, espuma vaginal, locién vaginal, pomada vaginal, polvo vaginal, champu vaginal,
solucién vaginal, aerosol vaginal, suspensién vaginal, comprimido vaginal, varilla vaginal, disco vaginal,
dispositivo vaginal, y cualquier combinacién de los mismos, 0 en los que la composicién farmacéutica esta
presente en un articulo sanitario, como un tampén, una compresa, una compresa o pafial de incontinencia, o
un salva-slips.

En una realizacién, la composicién farmacéutica estd adaptada para la administracién al menos una vez al
dia, tal como al menos dos veces al dia, tal como al menos tres veces al dia.

En una realizacién, la composicién farmacéutica esta adaptada para la administracion no mas de cada dia
por medio, tal como no mas cada tres dias, tal como no mas de una vez a la semana.

En una realizacién, la composiciéon farmacéutica estd adaptada para la administraciéon durante de no méas de
seis dias.

En una realizacién, la composicién farmacéutica estd adaptada para la administracién durante al menos una
semana, tal como durante al menos dos semanas, tal como durante al menos tres semanas, tal como
durante al menos cuatro semanas.
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En una realizacién, la composicion farmacéutica esta adaptada para la administracién para al menos una vez
al dia durante al menos una semana.

En una realizacién, la composicién farmacéutica esta formulada para liberar el compuesto segun la Férmula |
a lo largo de un periodo prolongado de tiempo, tal como por sobre al menos 4 h, tal como por sobre al menos
6 h, tal como por sobre al menos 24 h después de la administracion.

El término “biopelicula” como se utiliza en este documento se refiere a un agregado de microorganismos
donde las células microbianas se adhieren una con otra y/o a una superficie. Estas células adherentes a
menudo estan cubiertas con una matriz de sustancia polimérica extracelular, por ejemplo, que comprende
ADN, proteinas y polisacaridos extracelulares, las cuales es producida por las células. Las células
microbianas que crecen en una biopelicula a menudo son fisioldgicamente distintas de las células
plancténicas del mismo organismo. Tales biopeliculas pueden formarse sobre cualquier superficie viva o
inanimada.

Método para su uso en la prevencién del parto prematuro

En una realizacién, la infeccién bacteniana es una vulvovaginitis bacteriana. Con madurez cervical, o
insuficiencia cervical, dicha infeccién puede migrar hacia el Gtero y provocar corioamnionitis y posteriormente
un parto prematuro. Existe evidencia que soporta la inflamacién excesiva, tal como una vaginitis o cervicitis, a
través de la produccidn de prostaglandinas puede provocar contracciones, y un nacimiento prematuro incluso
en ausencia de una corioamnionitis manifiesta. El neonato de pretérmino puede posteriormente enfrentarse a
una infeccién bacteriana invasiva; neumonia, meningitis o sepsis, debido a la inmunodeficiencia neonatal en
el infante prematuro. Especialmente los estreptococos del grupo A y B y bacterias multirresistentes pueden
dar origen a una infeccién perinatal seria en el lactante y una endometritis postparto en la mujer que
recientemente ha dado a luz y ser la causa tanto de una morbilidad y mortalidad seria neonatal como
materna.

En un aspecto, la presente invencion se refiere a un compuesto de Férmula XX, o lactona del mismo, tal
como un compuesto de Férmula XIX o XXI, para su uso en la prevencién del parto prematuro causado por
vulvovaginitis bacteriana. En una realizacién preferida, dicho compuesto se administra por via vaginal. El
compuesto puede formularse como tampdn, vagitorio, aerosol vaginal, copa vaginal, gel vaginal, inserto
vaginal, parche vaginal, anillo vaginal, esponja vaginal, supositorio vaginal, crema vaginal, emulsién vaginal,
espuma vaginal, locién vaginal, pomada vaginal, polvo vaginal, champu vaginal, solucién vaginal, aerosol
vaginal, suspensién vaginal, comprimido vaginal, varilla vaginal, disco vaginal, dispositivo vaginal, y cualquier
combinacién de los mismos, o en los que el compuesto esta presente en un articulo sanitario, como un
tampén, una compresa, una compresa o pafial de incontinencia, o un salva-slips.

Ejemplos
Ejemplo 1: Efectos de diferentes acidos carboxilicos hidroxilados

Ensayo de |la formacién de biopelicula

Las cepas de levadura (Tabla 1) se cultivaron a 37 °C en medio completo YPD (0,5% de extracto de
levadura, 1% de peptona, 2% de glucosa) o en medio minimo consistente en YNB (base nitrogenada de
levadura sin aminoé&cidos ni sulfato aménico, FORMEDIUM™ CYNO0505) suplementado con 0,5% de sulfato
amonico, 0,2% de glucosa y 100 mM de L-prolina. En caso necesario, se utilizd agar al 2% para solidificar los
medios. El medio minimo liquido (YNB (base nitrogenada de levadura sin aminoacidos ni sulfato aménico,
FORMEDIUM™ CYNO0505) suplementado con 0,5% de sulfato aménico, 0,2% de glucosa y 100 mM de L-
prolina) se utilizé para el ensayo de biopeliculas (medio de biopelicula).

En los experimentos sobre el impacto del pH en la biopelicula, se obtuvieron los valores de pH (de 2,6 a 6,6)
utilizando diferentes tampones de fosfato potasico a la concentracidn final de 0,25 M, o mediante la adicidén
de 4cido citrico, acido lactico y 4cido glucdnico al medio de biopelicula.

Tabla 1. Cepas de Levadura utilizadas en este estudio.

Nombre Original Denominacién de Descripcion Referencia
Laboratorio para la cepa

Candida  albicans Y775 Tipo Silvestre, [A. M. Gillum, et

SC5314 virulenta en un al. Mol Gen.

modelo de ratéon de Genet. 1984, 198,
infeccién sistémica, 179-182]
cepa secuenciada
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Candida  glabrata Y1092 Cepa tipo Silvestre, [B. Dujon, et al
CBS138 aislada de Nature, 2004, 430,
deposiciones 35-44]
humanas, cepa

secuenciada

La biopelicula se midid en cultivo liquido como se describe [K. Scherz et al.,, G3 (Bethesda), 2014, 4, 1671-
1680. |. Serrano-Fujarte et al. Biomed Res Int. 2015;2015:783639] con algunas modificaciones. Antes del
ensayo de biopelicula, los cultivos de levadura se hicieron crecer en medio YPD liquido durante 24 h hasta la
fase estacionaria (ODsoo 11-17), las células se precipitaron por centrifugacion (1699 g), se lavaron con agua
estéril y las células se inocularon de nuevo en medio de biopelicula de ensayo (YNB (base nitrogenada de
levadura sin aminoacidos ni sulfato de amonio) suplementado con 0,5% de sulfato aménico, 0,2% de glucosa
y 100 mM de L-prolina pH7,0) a una concentracién final de 0,2 ODsoo/mL y se incubaron en placas de
microtitulacion de poliestireno de fondo plano de 96 pocillos (Sigma Aldrich, placas de cultivo Corning®
Costar®, CLS3596-50EA) durante 72 h a 37 °C de temperatura. En puntos temporales definidos se afiadié
violeta cristal (HT901-8FOZ; Sigma Aldrich) al medio a una concentracién final del 0,05%, ademas se midié la
biomasa total. Tras 24 h de tincidn de las células, los pocillos de las placas se lavaron cuatro veces con 200
ML de agua para eliminar las células plancténicas, a continuacién se secaron las biopeliculas y se disolvieron
en 200 pL de etanol al 96%. Las mediciones de la biomasa total y de la tincién con violeta de cristal de las
biopeliculas se realizaron a ODseo con el lector de placas FLUOstar OPTIMA, BMG LABTECH. Las
mediciones de biopelicula con violeta de cristal se normalizaron con respecto a la biomasa total
(ODseoBiofilm/ODseo biomasa total).

Efectos de distintos acidos carboxilicos hidroxilados

Para comparar los efectos de distintos acidos carboxilicos hidroxilados a concentraciones bajas, se midi6 la
formacién de la biopelicula a las 24 h luego de la adicién de 0,06% en peso de 4cido glicérico, acido xil6nico,
acido citrico, acido glucénico y acido lactico, bajo condiciones no tamponadas. Los datos se muestran en la
Tabla 2 y en la Figura 1.

Tabla 2. Efecto de bajas concentraciones (0,06%) de acidos carboxilicos hidroxilados sobre la formacién de
biopelicula de Candida albicans. La biopelicula se midi6 luego de 24 h

pH resultante biopelicula estandarizada
(% del control)

acido glicérico (GlyA) 7,0 40
acido xilénico (XA) 7,0 31
acido citrico (CA) 46 14
acido glucénico (GA) 6,5 6

acido lactico (LA) 4,9 13

Como se puede observar a partir de la Tabla 2, el acido glucénico es el compuesto méas eficaz, seguido por
acido lactico y acido citrico. Al reemplazar el acido lactico por &cido glucdnico resulté > 50% menos de
formacién de biopelicula (6% versus 13% de control). Ya que la formacién de la biopelicula es muy sensible a
un pH bajo y que el acido glucénico solamente induce una disminucién moderada de pH en comparacién con
el acido lactico y el 4cido citrico, el resultado es sorprendente.

Ejemplo 2: Formacién de Biopelicula de Candida albicans a diferentes pH

Para poder evaluar ademas el efecto del 4cido glucénico en la prevencién de la formacién de la biopelicula,
se determiné la formacién de biopelicula a distintos pH (como se describe en el Ejemplo 1) para acido
glucénico, acido lactico y &cido citrico.

Como se puede observar a partir de la Tabla 3, el acido glucénico muestra fuertes efectos sobre la formacién
de la biopelicula de Candida albicans, mientras que los efectos del acido lactico y el &cido citrico son mucho
menos pronunciados. Ademas, el acido glucénico muestra un fuerte efecto también a valores de pH de hasta
alrededor de al menos 6, mientras que el efecto observado con el 4cido lactico y el &cido citrico comienza a
disminuir ya a pH 5. Ademas, el &cido glucénico resulta en una completa pérdida de la formacién de
biopelicula a pH 2,6. Los datos se resumen en la Tabla 3.

Tabla 3. Formacién de biopelicula de Candida albicans mediante la adicién de &cido glucdnico, acido lactico
o0 4cido citrico (24 h de tratamiento).
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acido acido acido  tampodn

glucénico lactico citrico
Biopelicula estandarizada (ODses0) a pH 6,1 0,17 3.1 46 3,2
Biopelicula estandarizada (ODse0) a pH 2,6 0 1,6 0,34 0,25

Ejemplo 3: Formacién de la biopelicula de Candida glabrata a diferentes pH

La cepa Candida glabrata es mucho mas complicada de tratar, comparada con la Candida albicans. Sin
embargo, un efecto claro se obtiene por tratamiento mas largo, es decir 72 h con 4cido glucénico (Tabla 4).

Tabla 4. Formacién de biopelicula de Candida glabrata por adicion de acido glucénico, acido lactico o acido
citrico. (72 h de tratamiento).

acido acido lactico acido tampén
glucénico citrico

Biopelicula estandarizada (ODseo) a pH 1,6 2,8 29 47

6,1

Biopelicula estandarizada (ODse0) @ pH 0,07 0,9 1,0 48

2,6

En base a estos resultados se concluyé que el acido glucdnico tiene un efecto superior en la determinacién
de la formacién de la biopelicula por Candida en comparaciéon con el acido lactico y el &cido citrico. En
contraste con el efecto observado para el acido lactico y el acido citrico, el efecto observado para el &cido
glucénico no es simplemente un efecto relacionado con el pH. El efecto esté presente incluso a pH 6.

Por lo tanto se concluye que el acido glucénico es atil como un compuesto antifingico, como se indica
mediante la reduccién de la formacién de la biopelicula. El compuesto es fisiolégica y farmacéuticamente
aceptable. Por lo cual, el acido glucénico es util para proporcionar formulaciones farmacéuticas para su uso
en el tratamiento de candidiasis vulvovaginal.

Ejemplo 4: Preparacién de derivados de &cido glucénico
Lactonizacién/oligomerizacién de 4acido glucénico:

Se vertié acido glucédnico (GA) (50% en peso en H20, 4 g) en un vial abierto y se calenté a 120°C. luego de
24 h, la mezcla se enfrié hasta temperatura ambiente, mientras se solidificé.

Para analizar la composicién de la solucién acuosa de acido glucdnico (GA), se disolvié en GA (50% en peso
en H20) en DMSO-d® y se analiz6 por H- y BC-NMR.

Acido glucénico lactonizado/oligomerizado (cf. Anterior) se disolvi6 en DMSO-d® y se analiz6 por 'H- y 13C-
NMR, véase la Tabla 5.

Tabla 5. Composicion de GA, GA lactonizado y oligomerizado, analizado por 'H-y '3C-NMR.

Compuesto DMSO-d¢ (H y '3C)
GA [526-95-4] 70% acido glucénico

15% glucono-8-lactona

15% y-gluconolactona
GA Lactonizado y oligomerizado 10% écido glucdnico
25% &-gluconolactona
50% y-gluconolactona
15% material oligomerizado

Se concluyd que el GA forma una mezcla compleja de distintas lactonas asi como material oligomerizado
frente a la deshidratacién prolongada.

Ejemplo 5: Hidrdlisis de glucono-6-lactona (GDA)
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La solucién glucono-8-lactona en agua (GDA) se encuentra en equilibrio con el acido glucénico (GA, CAS
526-95-4). Se agregd GDA (200 mg) a H20 destilada (20 mL), tampén pH 4, tampdn pH 5, o tampén pH 7 a
37°C. Se midieron la rotacién éptica y el pH a lo largo del tiempo. La rotacién 6ptica, se midié a 37°C, linea D
de sodio, C = 10 mg/mL, longitud de la trayectoria = 10 cm. La rotacién o6ptica de GDA es de
aproximadamente 66°. La rotacién éptica del acido glucénico es de aproximadamente 5° [D. T. Sawyer, J. B.
Bagger, J. Am. Chem. Soc., 1959, 81, 5302-5306].

Este experimento muestra que GDA se hidroliza lentamente a una mezcla de GDA y GA (Figura 2). El
equilibrio es dependiente del pH y las concentraciones importantes de GDA estan presentes en todas las
condiciones tamponadas.

Ejemplo 6: Formacién de biopelicula en un modelo de condiciones in vivo utilizando &cido gluconico (GA)

Se afladieron granulos de &cido glucénico lactonizado/oligomerizado (1,3 g, muestras duplicadas) a una
solucién amortiguadora de pH 3,71 (1,3 g, muestras duplicadas) a una solucién tamponada de pH 3,71
(KH2POfacido ortofosférico, 0,5 M, 10 mL) a 37°C. Se tomaron muestras (4 mL) cada hora (1, 2, 3, 4, 5,6y
24 h) y se agregd nueva solucién tampdn (4 mL). Se diluyeron las muestras 50 veces con medio para
biopelicula (vide supra) y la cantidad de formacién de biopelicula se midié luego de 24 h como se describid
anteriormente. Como se observa a partir de la Figura 4A, el GA liberado reduce significativamente la cantidad
de formacidén de biopelicula en Candida albicans. Ademés, la hidrélisis del pellet es aparentemente lo
suficientemente lenta para proporcionar un efecto preventivo por al menos hasta 6 h, probablemente mucho
mas. El efecto es menos pronunciado con Candida glabrata (Figura 4B). Los datos se resumen en la Tabla 6.

Tabla 6. Formacién de la biopelicula de Candida albicans y Candida glabrata tratada con GA
lactonizado/oligomerizado en un modelo de condiciones in vivo. Se tomaron muestras después de 1 hora, se
diluyeron 50 veces con medio para biopelicula y se midié la cantidad de formacién de biopelicula luego de 24
h

Biopelicula estandarizada (% del control), 1 h
Candida albicans 6,5
Candida glabrata 42

Ejemplo 7: Formacién de biopelicula en un modelo de condiciones in vivo utilizando glucono-6-lactona

Se agregaron granulos de glucono-d-lactona (GDA) (2,5 g, muestras duplicadas) a una solucién tampén de
pH 3,71 (KH2PO4/écido ortofosférico, 0,5 M 10 mL) a 37°C. Se tomaron muestras (4 mL) a puntos de tiempo
fijos (1, 2, 3, 4, 5, 6 y 24 h) y se agregd una nueva solucién tampdn (4 mL). Se diluyeron las muestras 50
veces con medio de biopelicula (vide supra) y la cantidad de formacidn de biopelicula se midi6é luego de 24 h
como se describi6 anteriormente. Como se observa en la Figura 5A, la GDA liberada reduce
significativamente la cantidad de formacién de biopelicula en C. albicans. Ademas, la hidrélisis del granulo es
aparentemente lo suficientemente lenta para proporcionar un efecto preventivo por al menos hasta 24 h,
probablemente mucho més. El efecto es menos pronunciado con C. glabrata (Figura 5B).

Tabla 7. Formacién de Biopelicula de C. albicans y C. glabrata tratada con GDA en un modelo de
condiciones in vivo. Las muestras fueron tomadas después de 1 hora, se diluyeron 50 veces con medio de
ensayo de biopelicula y se midié la cantidad de formacién de /a biopelicula luego de 24 h.

Biopelicula estandarizada (% del control),
1 hora

Candida albicans 8,3

Candida glabrata 71

Los resultados muestran que la formacién de biopelicula de ambas C. albicans como de C. glabrata se redujo
en presencia de GDA. Ademas de la formacién disminuida de la biopelicula, GDA puede afectar la viabilidad
de la biopelicula madura de C. albicans y C. glabrata.

Ejemplo 8: Viabilidad de las biopeliculas maduras de C. albicans y C. glabrata tratadas con glucono-é-lactona

Se evalué la viabilidad de las biopeliculas de C. albicans y C. glabrata tras el tratamiento con glucono-5-
lactona (GDA) a distintas concentraciones y distintos periodos de tiempo mediante la tincién de las células
con XTT. EI XXT es un ensayo colorimétrico para la cuantificaciéon de la viabilidad celular y la citotoxicidad. El
ensayo se basa en la escisién de la sal de tetrazolio XTT, una conversién que sé6lo se produce en células
viables. La biopelicula madura se expuso a GDA durante 24 h. A continuacién, las células se lavaron 2 veces
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con PBS, tras lo cual se afiadié la mezcla de reaccién XTT. Después de 30 min se midi6 la densidad éptica a
485 nm.

El ensayo XTT mostré una fuerte disminucién de la viabilidad para C. glabrata ya después de 24 h de
incubacién (Fig 6A). El efecto fue menos pronunciado para C. albicans pero se observd claramente después
de 48 h (Fig 6B).

Ademas, se incubé biopelicula madura (crecido durante 48 h en YNB, 0,2% glucosa, 100 mM prolina) de C.
albicans y C. glabrata con GDA de diferentes concentraciones (0,05 - 0,5 g/mL) a 37 °C. Para ello, se retiré el
medio de biopelicula (YNB, 0,2% de glucosa, 100 mM de prolina) y se afiadié GDA, que se disolvié en agua
en concentraciones de 0,05, 0,1, 0,2 y 0,5 g/mL. Luego de la incubacién con GDA por 5 h o 73 h, se
plaquearon 5 pL de células en dilucién seriada (1:10 a 1:1000) en el medio YPD agar para estimar la
sobrevida celular. Las células plaqueadas se incubaron durante 24 h a 37°C y se analizaron visualmente. Las
células de la biopelicula madura tratadas con agua fueron usadas como un control. Se encontré6 que GDA
disminuye la viabilidad celular de C. albicans y de C. glabrata, particularmente a altas concentraciones. A las
concentraciones de 02 y 0,5 g/mL luego de 5 h de incubacién, disminuyé la viabilidad celular en
aproximadamente de 100 veces para ambos C. albicans y C. glabrata. Luego de 73 h de incubacién con 0,5
g/mL de GDA, la viabilidad celular de C. albicans se redujo en alrededor de 1000 veces (datos no
mostrados). C glabrata mostré ser mas sensible a GDA (Figura 7).

Ejemplo 9: Estudio microfiuidico del desarrollo de la biopelicula

Para monitorear la morfologia celular de C. albicans, estudiamos el desarrollo de la biopelicula también
utilizando microscopia y estudio microfluidico. Luego de inocular las células de levadura, las hifas
comenzaron a formarse dentro de la primera hora de incubacién en el medio para biopelicula (YNB
complementado con prolina 100 mM y glucosa al 0,2%, pH 7,0). La Figura 8A muestra las células no tratadas
luego de 5 h. Se agregd un pellet de glucono-b-lactona (2,5 g) a la solucién tampdn de pH 3,71
(KH2PO4/4cido ortofosférico, 0,5 M 10 mL) a 37°C. Se tomd una muestra luego de 1 hora y se diluyd 50
veces con medio para biopelicula y se agregd a C. albicans. Luego de 5 h, la mayoria de las células tratadas
eran plancténicas (Figura 8B).

Ejemplo 10: Viabilidad de distintas especies de Candida en presencia de glucono-6-lactona

Otras Candida sp. estudiadas también fueron sensibles a glucono-6-lactona (GDA) (es decir, la medicién de
la viabilidad celular utilizando el ensayo XTT, cf. Ejemplo 8). Sin embargo, estas presentan diferentes niveles
de sensibilidad. La cepa Candida albicans SC5314 exhibié la menor susceptibilidad y la cepa aislada
Candida krusei A4-1 en silicona presentd la mayor susceptibilidad. La toxicidad por GDA es mediada a través
del dafio a la pared celular en la medida que las células expuestas a GDA tuvieron una menor viabilidad en el
medio con calcofluor blanco comparado con aquel complementado con estabilizador osmético (sacarosa 0,5
M) y comparado con las células no tratadas en estos medios. La Tabla 3 resume los efectos cualitativos
mostrados por GDA.

Table 8. Sensibilidad de distintas especies de Candida a GDA

Cepa Sensibilidad a GDA, 24 h de exposicion,
placas

C. albicans SC5314 +

C. glabrata CBS138 ++++++

C. tropicalis aislado U3-3 en silicona ++++++++

C. krusei aislado U3-5 en silicona ++

C. tropicalis aislado A6-1 en silicona +++

C. krusei aislado U2-12 en silicona +HEbbb

C. krusei aislado A5-2 en silicona ++

C. krusei aislado A4-1 en silicona L

Para concluir, (i) GDA puede romper la biopelicula Madura formada por C. albicans y C. glabrata, (ii) frente a
la exposicion a GDA, C. albicans se transforma a una forma de levadura, mientras que la viabilidad de C.
glabrata disminuye, (iii) el efecto es claro Incluso sobre otras Cepas, es decir C. tropicalis y C krusei.
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Ejemplo 11: Cooligomerizacién de acido glucénico (GA) con acido lactico (LA)
LA: GA (relacion molar 4:1)

Se mezclaron acido DL-Lactico (563 mg, 6,26 mmol) y acido D-glucénico (50% en agua, 0,50 mL, 1,57 mmol)
en un tubo de ensayo y se calentd a 130°C. Luego de 4 h, se aumenté la temperatura a 140°C. Luego de un
total de 27 h, la mezcla de reaccién se permiti6 que alcanzara la temperatura ambiente. La mezcla de
reaccion se solidificé al enfriarse.

LA: GA (relaciéon molar 8:1)

Se mezclaron acido DL-Lactico (569 mg, 6,32 mmol) y acido D-glucénico (50% en agua, 0,25 mL, 0,78 mmol)
en un tubo de ensayo y se calentd a 130°C. Luego de 4 h, la temperatura se aumentd a 140°C. Luego de un
total de 27 h, la mezcla de reaccién se permiti6 que alcanzara la temperatura ambiente. La mezcla de
reaccion se solidificé al enfriarse.

LA: GA (proporcién molar de 16:1)

Se mezclaron acido DL-Lactico (565 mg, 6,28 mmol) y acido D-glucénico (50% en agua, 0,35 mL, 0,39 mmol)
en un tubo de ensayo y se calentd a 130°C. Luego de 4 h, la temperatura se aument6 a 140°C. Después de
un total de 27 h, la mezcla de reaccién se permitié que alcanzara la temperatura ambiente. La mezcla de
reaccion se solidificé al enfriarse.

LA: GA (relaciéon molar 10:1, mezcla directa)

Se mezclaron acido DL-Lactico (1 g, 11 mmol) y acido D-glucénico (50% en agua, 0,35 mL, 0,78 mmol) en un
tubo de ensayo y se calentaron a 130°C bajo vacio. Luego de un total de 22 h, la mezcla de reaccién se
permitié que alcanzara la temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se volvid casi completamente sélida
al enfriarse.

LA: GA (relaciéon molar 10: 1, precalentamiento por 5 h)

Se precalenté acido DL-Lactico (1 g, 11 mmol) a 130°C bajo vacio. Luego de 5 h, se agregé acido D-
glucénico (50% en agua, 0,35 mL, 1,1 mmol). Luego de otras 16 h bajo vacio a 130°C, se permitié que la
mezcla de reaccién alcanzara la temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se solidificd al enfriarse.

1 % en peso de CA en GA

Se mezclaron &cido D-glucénico (50% en agua, 4 g) y acido citrico monohidratado (20 mg, 1% en peso) en
un tubo de ensayo y se calentdé a 120°C. Luego de un total de 15 h, la mezcla de reaccién se permitié que
alcanzara la temperatura ambiente. La mezcla de reaccién no se solidificd al enfriarse.

5% en peso de CA en GA

Se mezclaron acido D-glucénico (50% en agua, 4 g) y acido citrico monohidratado (105 mg, 5% en peso) en
un tubo de ensayo y se calentdé a 120°C. Luego de un total de 15 h, la mezcla de reaccién se permitié que
alcanzara la temperatura ambiente. La mezcla de reaccién no se solidificd al enfriarse.

10 % en peso de CA en GA

Se mezclaron acido D-glucénico (50% en agua, 4 g) y acido citrico monohidratado (222 mg, 10% en peso) en
un tubo de ensayo y se calentdé a 120°C. Luego de un total de 15 h, la mezcla de reaccién se permitié que

alcanzara la temperatura ambiente. La mezcla de reaccién no se solidificd al enfriarse.

A partir de estos resultados mostramos que el acido glucénico se puede oligomerizar con acido lactico para
formar un sélido, al contrario del acido glucénico puro o &cido lactico donde ambos son liquidos.

Ejemplo 12: Efecto de glucono-6-lactona y azticares acidos en E. coli

Condiciones de crecimiento

La cepa bacteriana Escherichia coli K12 se utilizé para el estudio de la biopelicula. Esta cepa se mantuvo en
medio LB a 37 °C. Se estudié la biopelicula en medio sintético M9 (sales minimas M9 x1 (Sigma M6030),
MgSOs 2 mM, CaCl2 0,1 mM y glucosa al 0,2%), la cual contenia tampén fosfato, acido citrico, 4cido lactico,
acido glucénico o glucono-d-lactona para obtener medios con distintos pH (2,6 a 6,6).
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Biopelicula

El cultivo durante la noche de E. coli K12 (ODs0o~5,0) se lavé con agua estéril y se inocul6 a la concentracidn
final de 0,2 OD/mL de Medio M9 con distintos pH de compuestos diferentes. El desarrollo de la biopelicula se
estudi6 en placas de microtitulacién de poliestireno de fondo plano con 96 pocillos (Sigma Aldrich,
Corning® Costar® culture plates, CLS3596-50EA). La biopelicula se tifié con cristal violeta.

Durante el experimento de biopelicula (24-48 horas) la cepa bacteriana habia aumentado su biomasa (2-3
veces) sblo en el medio M9 suplementado con tampén fosfato a pH 6,1 y pH 6,6 (Fig. 9). La biomasa fue
menor en otros medios y observamos la disminucién de la biomasa bacteriana con la disminucién del pH del
medio. Los &cidos (acido citrico, &cido lactico, acido glucdnico) y la glucono-d-lactona tuvieron un efecto
inhibidor sobre el crecimiento. Ademas de la inhibicién del crecimiento, la reduccién del pH del medio provocé
una disminucidén de la formacién de biopeliculas. La menor cantidad de biopelicula se observé en el medio
suplementado con é&cido glucénico. El segundo més eficaz en la inhibicién de la biopelicula fue el acido
lactico, seguido de la glucono-8-lactona. En comparacion con el medio de fosfato, la biopelicula en el medio
de &cido gluconico era 38 veces menor a pH 2,6 y 15 veces menor a pH 3,0 A pH 6,6, el glucénico y el lactico
redujeron la biopelicula ~2 veces. La glucono-8-lactona a pH 2,6 disminuy6 la formacién de biopelicula 14,2
veces a las 24h y 30 veces a las 48h, respectivamente.e.

La disminucién del pH del medio tuvo un efecto claro sobre el desarrollo de la biopelicula de E. cofi, lo cual
esta probablemente asociado con el efecto bactericida (la menor biopelicula se acompafié por una menor
biomasa).

Ejemplo 13: ensayo MIC de glucono- & -lactona sobre Gardnerella vaginalis, Lactobacillus Crispatus y
Lactobacillus iners

Cepas

Gardnerella vaginalis CCUG 3717
Lactobacillus crispatus CCUG 44128
Lactobacillus iners CCUG 44025

Preparacion de indculos

Gardnerella vaginalis, Lactobacillus iners, y Lactobacillus Crispatus mediante fueron recuperadas por CCUG
(Coleccion de Cultivo por la Universidad de Gothenburg). Las placas de subcultivo fueron preparadas para G.
vaginalis sobre placas de GL-Chocolate y Lactobacillus spp. en placas de agar M.R.S. a 5% de COy, 36°C.
Se prepararon los indculos a partir de las placas de subcultivo. Las colonias se inocularon en tubos de cultivo
con 5 mL de medio de ensayo y se mezclaron en vortex por 2 minutos con alrededor de 10 perlas de vidrio
de 3 mm de diametro. Se tomaron colonias hasta que la turbidez de la solucién tuvo una OD47s de 0,4 a 0,5.
Las soluciones bacterianas fueron verificadas por microscopia de luz a x40 con contraste de fase para
asegurarse que las células estuviesen dispersas. Cada suspension bacteriana se diluyé en su medio de
prueba, 1:100, para igualar a 1 a 3 x 108 UFC/mL. Las soluciones microbianas fueron almacenadas a 20°C
durante la preparacién de los inéculos

Preparacion de Microdilucién y el ensayo MIC

La solucién de la sustancia de ensayo se preparé de manera aséptica a 1 g/mL en HxO estéril. La primera
hilera de pocillos se rellené con 100 pL de sustancia y luego se realizaron diluciones 2 veces de manera
vertical en 8 etapas. Se incluyeron controles: i) controles de crecimiento para cada cepa (+ ctrl) = el
respectivo microorganismo en medio de ensayo sin agente antimicrobiano (AM), ii) sin control de crecimiento
(- ctrl) = medio de ensayo y sustancia en la mayor concentracién probada, esto es para asegurarse de que la
sustancia sola no genere un cambio de color del medio de ensayo, iii) control de gentamicina para cada cepa

Luego, se afiadieron 100 pyL de microorganismos y las placas se agitaron suavemente a 500 rpm por 30
segundos antes de la incubacién a 35°C y 90% de HR en el incubador de CO» ajustado a 5% de COo. Luego
de 48 y 72 h de incubacién, se midié la OD y se realizaron evaluaciones oculares. También se midié el pH
para todas las diluciones, n=1, pH=6,8a 7,1.

Se realizaron ensayos de microdilucion MIC por triplicado para evaluar los valores MIC para GDA contra G.

vaginalis (CAMHB) y L. Crispatus (IsoS-M.R.S.) luego de 48 h de incubacién a 5% de CO2y L. Iners
cultivadas bajo condiciones anaerdbicas luego de 120 h (Tabla 7).
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Tabla 9. Concentraciones inhibitorias minimas (MIC) para GDA Contra G. Vaginalis (CAMHB), L. crispatus
(1s0S-M.R.S.), y L. iners (CAMHB).

Cepa Identificaciéon CCUG MIC (g/mL)
G. vaginalis CCUG 3717 0,001

L. crispatus CCUG 44128 0,0078

L. iners CCUG 44025 0,0078

El valor de la concentracion inhibitoria minima (MIC) para GDA contra Gardnerella vaginalis es mucho menor
que el valor MIC para GDA contra Lactobacillus iners y Lactobacillus Crispatus. Por lo cual, GDA es mas
eficiente contra Gardnerella vaginalis que contra los benignos Lactobacillus iners y Lactobacillus crispatus.

Ejemplo 14: Ensayo MIC para GDA en Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus,

Pseudomonas aeruginosa, Acetinobacter baumanii, Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae,
Estreptococos Beta-Hemoliticos de los Grupos C y G, y Porphyromonas gingivalis.

Cepas

Aerobios:

Escherichia coli CCUG 3274/ATCC 10536

Staphylococcus epidermidis CCUG 23118

Staphylococcus aureus CCUG 15915/ATCC 29213

Pseudomonas aeruginosa (PAO1) CCUG 56489 / ATCC 15692

Acetinobacter baumanii CCUG 57035

Aerobios fastidiosos:

Streptococcus pyogenes CCUG 47803/ATCC 700294

Streptococcus agalactiae CCUG 29376

Grupos de Estreptococos Beta-Hemoliticos C, Streptococcus dysgalactiae ss equisimilis CCUG 4211
Grupos de Estreptococos Beta-Hemoliticos G, Streptococcus dysgalactiae ss equisimilis CCUG 7975
Anaerobio:

Porphyromonas gingivalis CCUG 25893 / ATCC 33277

Preparacion de los inéculos

Todas las cepas se recuperaron de microbancos y se hicieron placas de estrias y subcultivos. Los aerobios
en placas TSA, los aerobios fastidiosos en placas de sangre de caballo y los anaerobios en placas FAA.
Durante todo el estudio, los aerobios se cultivaron en condiciones aerobias, los fastidiosos al 5% de CO2 y
los anaerobios en condiciones anaerobias estrictas a 37°C. En el momento de la prueba, se suspendieron en
5 mL de solucién salina, en tubos de 10 mL que contenian 10 perlas de vidrio de 3 mm de didmetro, trozos
de colonias seleccionadas en placas de agar de 18 a 24 horas para los aerobios y los aerobios fastidiosos.

Los anaerobios se suspendieron en Concept 400 y el diluyente fue caldo Brucella reducido suplementado con
hemina (5 pg/mL), vitamina K1 (1 pg/mL) y sangre de caballo lisada (5%). A continuacién, las suspensiones
celulares se agitaron enérgicamente en vértex durante 1 minuto para obtener una suspensién turbia. Cada
suspensién de aerobios y aerobios fastidiosos se ajustdé para igualar la DO 0,28 a 475 nm utilizando un
espectrofotometro, que se correlaciona aproximadamente con 1-3 x 108 UFC/mL con la mayoria de las
especies. En el caso de los anaerobios, la medicién de la DO resulté dificil debido a la utilizacién de sangre
en el medio de cultivo. Por ello, se suspendié hasta igualar a 0,5 Mc Farland estandar y se comprobé la
densidad celular del in6culo mediante recuento en placa. Los aerobios y los aerobios fastidiosos se diluyeron
10 veces mas en solucién salina para que la concentracidn del inéculo fuera igual a 1,5 -3,0 X 107 UFC/mL.
Las diferentes suspensiones de bacterias aerobias y aerobias fastidiosas se transfirieron a los respectivos
pocillos de una placa de 96 pocillos. A. baumannii, E. coli y P. aeruginosa se colocaron en una fila, los
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Staphylococci spp. se colocaron en una segunda fila y los aerobios fastidiosos se colocaron en una tercera
fila de la placa. Los anaerobios se transfirieron desde un depdésito de pipeta multicanal de 25 mL.

Preparacion de la Microdilucién v el ensayo MIC

Las preparaciones de microdilucidén y los ensayos MIC fueron llevados a cabo como en el ejemplo 13. Los
ensayos de microdilucion MIC se llevaron a cabo en triplicado para evaluar los valores MIC para glucono- 5-
lactona (GDA) (Tabla 10).

Tabla 10. Concentraciones inhibidoras Minimas (MIC) para GDA contra Escherichia coli, Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Acetinobacter baumanii, Streptococcus
pyogenes, Streptococcus agalactiae, Estreptococo Beta-Hemolitico Grupos C y G, y Porphyromonas
gingivalis.

Cepa Identificaciéon CCUG MIC (g/mL)
A. baumanni CCUG 57035 0,0031
E. coli CCUG 3274 0,0063
P. aeruginosa CCUG 56489 0,0031
S. aureus CCUG 15915 0,0063
S. epidermis CCUG 23118 0,0031
S. agalactiae CCUG 29376 0,0031
Estreptococo Beta-Hemolitico Grupo C | CCUG 4211 0,0016
Estreptococo Beta-Hemolitico Grupo G | CCUG7975 0,0031
S. pyogenes CCUG 47803 0,0031
P. gingivalis CCUG 25893 0,0031

El valor de la concentracién inhibitoria minima (MIC) para GDA de Escherichia coli, Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Acetinobacter baumanii, Streptococcus
pyogenes, Streptococcus agalactiae, Estreptococo Beta-Hemolitico Grupos C y G y Porphyromonas
gingivalis es por lo general menor que el valor MIC para GDA contra Lactobacillus iners y Lactobacillus
Crispatus (Ejemplo 13). Por lo cual GDA es mas eficiente contra estos patégenos que contra los benignos
Lactobacillus y el Lactobacillus crispatus.
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REIVINDICACIONES

Ho\/‘\/?\)J\
- oH

1. Un compuesto de formula XX,

OH

XXt

XX
para su uso en el tratamiento y/o prevencién de una infeccidén bacteriana seleccionada del grupo que consiste
en Gardnerella vaginalis, Mobiluncus spp, Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma hominis, Prevotella spp,
Enterococos, Bacteroides spp, Peptostreptococcus spp, Porphyromonas gingivalis, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Acetinobacter baumanii, Streptococcus pyogenes, Estreptococos beta hemoliticos
del grupo C, Estreptococos beta hemoliticos del grupo G-, y/o infeccién por Streptococcus agalactiae.

2. El compuesto para uso segun la reivindicacién 1, en donde el compuesto es de Férmula XIX o Férmula
XX.

3. El compuesto para uso segln cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la infeccidn
microbiana es una infeccidén urogenital.

4. El compuesto para uso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la infeccién
microbiana es una infeccién vaginal.

5. El compuesto para uso segln cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la infeccidn
bacteriana es vaginosis bacteriana.

6. El compuesto para uso segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la infeccién se selecciona
del grupo que consiste en:

a. dermatitis y/o eczema, como la dermatitis seborreica;

b. una infeccién secundaria de dermatitis o0 eczema

¢. aché o afecciones acneiformes, como rosacea, dermatitis perioral o dermatitis periorbital
d. furunculosis

e. carbunculosis

f. foliculitis

g. impétigo

h. erisipela

i. periodontitis;

j. infeccién secundaria a la colonizacién de bacterias multirresistentes estreptococos del grupo A o B, como
cuando la colonizacién es oral, nasal o anogastrica
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k. dermatitis estreptocécica perianal;

|. dermatitis intertriginosa;

m. paroniquia;

n. infecciéon de heridas cutédneas infectadas

0. una infeccién secundaria a ufias encarnadas o ampollas de los pies una infeccién se asocia a heridas de
pie diabético;

p. infecciéon secundaria a la mordedura de un animal

q. infeccidn secundaria a picaduras de insectos, mosquitos, tics, eritema migratorio o linfadenosis benigna
cutanea;

r. una infeccién secundaria de herpes simple, como el herpes simple oral o genital; una infeccién secundaria
de herpes zbster o varicela z6ster,

s. blefaritis;

1. conjuntivitis

u. vaginitis; y

v. cervicitis.

7. El compuesto para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la infeccién es
una infeccién en un mamifero, preferiblemente un humano, tal como una mujer, por ejemplo una mujer

embarazada.

8. Un compuesto de férmula XX,

o una lactona del mismo, tal como u

para su uso en el tratamiento de la vaginosis bacteriana, en la que la vaginosis bacteriana esta causada por
Gardnerella vaginalis, Mobiluncus spp, Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma hominis, Prevotella spp,
Enterococci, Bacteroides spp, Peptostreptococcus spp, Porphyromonas gingivalis, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Acetinobacter baumanii, Streptococcus pyogenes, Estreptococos beta hemoliticos
del grupo C, Estreptococos beta hemoliticos del grupo G, y/o Streptococcus agalactiae.

9. El compuesto para uso segln cualquiera de las reivindicaciones 1 u 8, en donde el compuesto es glucono-
d-lactona (Férmula XIX),
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10. Un compuesto de Férmula XX,

XiX

en donde el compuesto de Férmula XX, XIX o XXI, se oligo/polimeriza para formar un oligo/polimero,

para su uso en el tratamiento y/o prevencién de una infeccidén bacteriana seleccionada del grupo que consiste
en Gardnerella vaginalis, Mobiluncus spp, Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma hominis, Prevotella spp,
Enterococci, Bacteroides spp, Peptostreptococcus spp, Porphyromonas gingivalis, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Acetinobacter baumanii, Streptococcus pyogenes, Beta-Hemolytic Streptococci
Group C, Beta-Hemolytic Streptococci Group G, yfo Streptococcus agalactiae infection.

11. El compuesto para uso segun la reivindicaciéon 10, en donde el oligémero o polimero comprende ademas
acido lactico.

12. El compuesto para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde el compuesto estd en
una composicién farmacéutica, en donde la composicién farmacéutica comprende de 5 a 99 % en peso, tal
como de 10 a 95 % en peso, tal como de 15 a 95 % en peso, tal como de 20 a 90 % en peso, tal como de 40
a 95 % en peso, tal como de 40 a 95 % en peso, tal como de 50 a 95 % en peso del compuesto de Férmula
XX o una lactona del mismo; y/o en la que la composicién farmacéutica comprende no mas del 10 % en peso
de agua, tal como no més del 5 % en peso de agua.

13. El compuesto para uso segln la reivindicaciéon 12, en donde la composicién farmacéutica se formula
como tampén, vagitorio, aerosol vaginal, copa vaginal, gel vaginal, inserto vaginal, parche vaginal, anillo
vaginal, esponja vaginal, supositorio vaginal, crema vaginal, emulsién vaginal, espuma vaginal, locién
vaginal, pomada vaginal, polvo vaginal, champl vaginal, solucién vaginal, aerosol vaginal, suspensién
vaginal, comprimido vaginal, varilla vaginal, disco vaginal, dispositivo vaginal y cualquier combinacién de los
mismos, o en los que la composicién esté presente en un articulo sanitario, como un tampdn, una compresa,
una compresa o pafial de incontinencia o un salva slip.

14. Un compuesto de Férmula XX o una lactona del mismo para su uso en la prevencién del parto prematuro
causado por vulvovaginitis bacteriana.

15. El compuesto para uso segun la reivindicacion 14, en donde el compuesto se administra por via vaginal.
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Figura 8
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Figura 8 cont.
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