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aplicados, incluso en una base de ungiiento, a &reas vocales de-

La presente invencidn se relaciona con un procedi-
miento para preparar compuestos antimicrobiales y, més particu-
larmente, para preparar compuestos antimicrobiales enlazados
covalentemente a soportes poliméricos de un tamafio relativamente

grande.

Muchos de los compuestos antimicrobiales potencial-

mente (itiles no pueden ser utilizados para "fines terapéuticos®

con humanos o animales, debido a que estos compuestos se hacen
téxicos cuando son absorbidos a través de la piel, membranas mu-

cosas o tracto gastrointestinal. Por. -ejemplo, hasta recientemen-

te se utilizd de forma acostumbrada el hexaclorofeno como ageute
desinfectante y antimicrobial en jabones y detergentes., Sin em-
bargo, el hexaclorofeno ha sido rechazado para su uso acostum-
brado a causa de que puede absorberse a través de la piel y exhi-~
bir toxicidad neuroldgica. Dé un modo similar, los mayores pro-
gramas de investigacidn farmacéutica: han sido conducidos hacia
el aislamiento y caracterizacidn de un gran nfmerc de productes
naturales que poseen actividad antimicrobial, pero los cuales no
pueden ser utilizados de nuevo a causa de sus efectos tbxlcos.

Al objeto de reducir al minimo la absorcidn y, en adicidn, loca-

lizar el agente antimicrobial, se aplican con frecuencia antie-
bibticos localmente en unglientos immovilizantes. Por ejemplo, |
Neosporin contiene bacitracina, polimixina y neomicina en una '

base de ungliento., Estos tres antibiéticos son utilizados de forma.

rara internamente debido a los efectos téxicos secundarios aso-
ciados con su empleo. En el caso de Neosporin, el ungBento sirve
principalmente para localizar el &rea de tratamiento. Sin embar- .
go, existen muchos agentes antimicrobiales que no pueden ser

bido a que se absorberfan y por lo tanto serian tékicos. El clo- |
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ranfenicol y novobicina son antimicrobiales extremadamente tdyi-
cos que se absorben rapidamente a partir del tracto gastroin-
testinai. Su empleo se recomienda solamente para aquellas infecw
clongs que no pueden ser tratadas eficazmente por agentes menos
thxicos.

Bu ciertas areas, se han llevado a cabo esfuerzos
para iigar permanentemente pequeffas moléculas a moléculas sopore
te poliméricas mucho més grandes que, debido a su tamafio, evitan
€l paso de 1os pequefios productos quimicos a través de la piel

o superficies mucosas.

Esta imnmovilizacidn molecular se estd llevando a ca-
bo con aditivos alimenticios y una explicacidn de esta aplica-

cibn particular aparece en Food Engineering, enero y junlo 1974;
The Manufacturing Confectioner, Volimen 54 - Nimero 2, febrero

1974; v en wn articulo del wall Street Journal, junio 18, 1973.
Parece ser que los colorantes alimenticios, antioxidantes y
otros aditivos, cuando se unen quimicamente a moléculas polimé~
ricas, pasarén a través del tracto intestimal sin absorberse.

S$i bien un colorante o antioxidante alimenticio,
cuando se immoviliza por unidn o enlace quimico a una molécula
soporte polimérica, puede retemer su color o propiedades de in-
hibicidn de la oxidacidn, antes de la ingestidn, no puede espe-
rarse en absoluto que un agente farmacéutico, tal como un com-

puesto antimicrobial, permanezca activo cuando se inmoviliza sie

milarmente. En adicibn, mientras los colorantes y antioxidantes
llevan a cabo su funcidn en el alimento antes de la ingestidm,
incrementando la apariencia visual o preservando el sabor, no
existe necesidad de que tales productos quimicos retengan sus
propiedades deseadas después de la ingestidm. En contraste, un
agente antimicrobial debe retener su actividad biolbgica coatra
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' 1os microbios en todos los ambientes de utilizacién. Por otra

parte, existen de hecho razones que pensar que cuando tales
agentes farmacéuticos se unen permanentemente a moléculas sopor=
te poliméricas a través de enlaces quimicos estables, se perde=-

& su actividad bioldgica.

Por ejemplo, las fibras de celulosa han sido derivaw
das con cationes antibacteriales o residuos de organomercurio
u organoestafio. Como se sabe, dichas fibras tratadas exhiben

actividad antibibdtica solamente en tanto en cuanto las moléculas '

activas se liberen por degeneracidn de su enlace quimico a la

i
fibra soporte; cuando se utilizan enlaces completamente estables, i

la fibra tratada no tiene actividad antibibtica (Z.A. Rogovin
y Ae De Virnik en High Polymers®, (N. M. Bikales y L. Segal,
eds.) Volfmen V, Parte V, Wiley-Interscience, 1971, pége. 1333~
1336) 0 | S

Ciertas patentes describen la inmovilizacién tempo—
ral de agentes farmacéuticos activos por adsorcibn o dispersibn
en aceites o pectina (He Welch, 2491537, Diciembre 20, 1949;

H. Welch, 2518510, agosto 15, 1950; B.S. Whittingham, 2481805,
Septiembre 13, 1949; B. S. Whittingham, 2481804, -Septiembre 13,
1949), por enlaces ibnicos a Scidos o bases poliméricas (P.C.
wirth, 3832340, Agosto 27, 1974; L. Loewe, 2656298, Octubre 20,
1953), o por enlaces quimicos inestables (Ge F. Collins y L. Je
Daher 3320236, Mayo 16, 1967). Dichas preparaciones alteran la
duracién de accién de agente medicinal permitiendo su lenta li~
veracibn, pero resulta evidente que solamente el producto medi=-
cinal libre, después de la liberacibén del complejo, resulta
activo y no el producto medicinal inmovilizado por si mismo.

De este modo, no se ha descrito ningfin método para
soiuciorar el problema de proporcionar un agente antimicrobial
que se immovilizari permanentemente por enlace 2 través de
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~otras facetas de los problemas que deben ser tratados al objeto

uniones estables a una molécula soporte polimérica, permanecien-
do aln eficaz para la finalidad originalmente proyectada, cual=

gquiera que pueda ser dicha finalidad.

———— e —— e cm—— -

51 pien el principal obstlculo que ha sido resuelto
por esta invencidn es la necesidad de preservar la actividad

bicidyica de los agentes antimicrobiales immovilizados, existen

de hacer que la solucidn sea prictica: identificacibn de sopor—

. . . i
tes poliméricos que serém adecuados en términos de tamafio, forma
/7 propiedades fisicas y quimicas, para proporcionar la inmovili~

zacidn necesaria con respecto al paso a través de la piel o entrar

da en heridas existentes en la misma o a través de capas mucosas,
resistencia a fagofitosis o retencidn en el punto de aplicacidn;
seleccidn del tamafio y naturaleza de los enlaces quimicos en la
conexin entre el agente antimicrobial y la molécula soporte;

1a determinacidén del puato molecular sobre el agente antimicro-
bial al cual puede unirse el emlace quimico inmovilizante, De

- hecho son estas dos Oltimas facetas las que resultan criticas

a ia hora de asegurar que el agente antimicrobial retenga su :

actividad bioldgica en estado immovilizado.

Por consiguiente, un objeto de la presente invencidn
es proporcionar principios farmatéuticos, inmovilizados, anti-
microbialmenﬁe activos, que pueden administrarse internamente
a través del tracto gastrointestinal o aplicarse localmente, sin
peligro de absorcién y ulterior distribucidn por toda 1a circu-
lacibén sistémica.

Constituye otro objeto de la presente iavencidn pro-
porciopar principios farmacéuticos, immovilizados, antimicro-
bialmente activos, que pueden administrarse internamente a tra=-
vé: del tracto gastrointestinal o aplicarse localmente, sin pér—
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dida o dilucibn del compuesto antimicrobial del punto de apli~
cacibn, debido al paso del compuesto a través de la piel o heri-
das de la misma o a través de membranas mucosas.

Constituye otro objeto mhs de la iuvencibn propor-
cionar principios farmacéuticos, immovilizados, antimicrobiai-

mente activos, que, cuando se administran internamente o se

aplican localmente, evitan efectos secundarios tbdxicos, son re-

sistentes a la fagofitosis y evitan la sensibilizacidn immunold-

gicae

Otro objeto de la invencidén es proporcionar un pro-
cedimiento para preparar dicho principio farmacéutico, inmovili-
zado, amtimicrobialmente activo.

Otro objeto mis de la invencidn es proporcionar un-
nétodo para evitar efectos tdxicos secundarios, fagofitosis y
sensibilizacidn inmunolégica en la administracibén de compuestos
antimicrobiales por administracidén interna o aplicacidn local

de solamente principios farmacéuticos activos e immovilizados.

Otro objeto mis de la invencibén es conseguir la in-
movilizacidn de un principio farmacéutico activo mediante enla-
ce covalente del principio a uma molécula soporte polimérica re-
lativamente grande que retiene una actividad farmacéutica sig-
nificativa del principio.

Otros objetos y ventajas serin evidentes a partir
de la siguiente despripci&n y reivindicaciones adjuntas.

De acuerdo con los anteriores objaetes, la presente
inveﬁci6n proporciona compuestos o principios antimicrobiales
activos enlazados covalentemente a soportes poliméricos, por
ejemplo a base de polisachridos, de origen natural o sintético
para inmovilizar los principios. Dicha inmovilizacidn evita la

disolucids, absorcidén y transporte de los compuestos antimicro-

.y
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biales por o a través de la piel o heridas de las mismas o mem-
branas mucosas, limitando con ello su accidn a focos especificos
y eliminando efectos tdxicos secundarios. La union covalente de
compuestos antimicrobiales a soportes poliméricos, de acuerdo
con la presente invencidn, se ha traducido en compuestos antimi-
crobiales unidos que retienen actividad antimicrobial y en los
cuales en enlace covalente, que une el compuesto antimicrobial
al soporte polimérico, es estable en todos los ambientes de

utilizacidn, incluyendo ambientes géstricos de bajo pH.

Existen numerosos empleos para los compuestos anti-

microbiales izmovilizados. Por ejemplo, los antibidticos que son
absorbidos de un modo demasiado ficil en su utilizacidn local, ‘
pueden utilizarse ahora localmente cuando se inmovilizan por en-
lace covalente a soportes poliméricos. Los antibibticos que,

si se toman internamente deberén pasar a través del Porro gastro-
intestinal, pueden administrarse ahora oralmente para el trata-
miento de infecciones del intestino y estémago cuando se inmovi-
lizan por enlaces covalentes a soportes poliméricos. El tamafio

y forma de soporte polimérico puede diseffarse para ajustarse al
caso particular en el cual se utilizarl el agente antimicrobial.i
En aquellos casos en donde estln implicadas heridas o cortes '
abiertos, 1la forma del soporte polimérico deberd ser tal que que—
de asegurado contra la absorcibdn del compuesto antimicrobial a
través de la herida o corte abierto al sistema vascular. De este
modo, y en tales aplicaciones, un buen ejemplo de soporte poli-

' mérico para el agente antimicrobial seria las fibras de celulo-

sa en forma de venda. En el caso de agentes antimicrobiales en
jabones o detergentes, & soporte polimérico podria ser mejor un
compuesto soluble en aguae.

Ejemplos especificos del amplio alcance de utiliza-
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¢idn disponible para antibidticos inmovilizados, s€ ejemplifi-
can por los dos antibibticos: vancomizina y vacitrazina. Ambos
antibibticos manifiestan serios efectos desfavorables cuawmdo

entran en ia circuiacida sistémica. Bsto #ltimo puede ocurzi

“euwando dichos antibidticos se administran localmente a heridas

chiertas, Los efectos desfavorables de la vancomizina pueden
inciuir reacciones de hiperseansibilidad (sarpuilidos maculares

de ia plei v anafilaxis), escalofrios vy fiebre, ototoxicidad,

nefrotoxicidad, sordera y dafios renales. De este modo, la vanco=

mizina no se ﬁtiliza actualmente mucho en el campo terapéutico.
Los efectos indeseables de los péptidos de bacitraciza pueden
incluir reacciones de hipersensibilidad, nfuseas, vémitos,
diarrvea, cilindruria, proteinuria, hematuria y dafios remales
serios (oliguria y anuria).

Naturalmente es imposible enumerar todos 1os usos

concebibles para los compuestos antimicrobiales inmovilizados,

Por consiguiente, y como materia general, parecen ser Qitiles en

todes los tratamientos de humanos o animales (a excepcidn de
ia administracidn parenteral, es decir excepto la imtroduccidn

por el sistema cardiovascular) en donde el compuesto antimicro-

H
[}
i
i

bial, sin enlazar a un soporte, se absorberi a través de la pie15

o menbranas mucosas para causar efectos tdxicos secundarics inde-

seables. Otras ventajas principales son que los compuestos
antimicrobiales inmovilizados pueden retenerse de un modo més

eficaz en el punto de aplicacién y que son relativamente inertes

a la modificacién quimica o enzimitica,

La finalidad de esta invencidn consiste en emplear
cuaiquier reaccién quimica que resulte en la unidn covalente

estable de compuestos antimicrobiales, en formas bioldgica y

farmaceucicamente activas, a entidades moleculares relativamente .

grandes, taies como soportes sblidos (por ejemplo cristal) o.
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| branas mucosas, para evitar su dilucién o pérdida y para evitar

. es capaces de formar enlaces amida, sulfomamida, carbonato,
' carbamato, isourea y otros enlaces iminocarbonato; reacciones
i capaces de Pormar enlaces éster, amina, sulfuro o &ter; reaccio-

poliméricos (por ejemplo celulosa), al objeto de evitar la ab-
sorcidén del compuesto antimicrobial a través de la piel o menm-

gue el derivado antimicrobial se fagocite. Esta finalidad se
consigue ampliamente utilizando, por ejemplo, reacciones de acow
plamiento con polisaciridos activados; aminotriazinas; reaccio= i

aes que implican la formacibn y reduccibén de bases de Schiff;
y reacciones que implican aldol, aldol deshidratado, alquilo y
acilos .Tal y como se utiliza en esta memoria el término "anti~

microbial® incluye todos los tipos de agentes antibidticos, ane
tibacteriales, antivirales, antiparasiticos, antifungales y
anti-infecciosos similares.

Existen numerosos compuestos antimicrobiales'.que
resultan Gtiles a la hora de convatir diversos tipos de infec =
ciones en el cuerpo animal y humano, y esta invencidn no se li-
mita a cualquier grupo particular, o cualquier compuesto anti-
microbial individual o cualquier clase de peso molecular. Puesto
que la invencibn es extremadamente fitil para aquellos productos
antimicrobiales que pueden tener efectos t6xi¢os secundarios
en suaplicacién o administracién al cuerpo animal o humano,
estos compuestos son principios 16gicos e importantes para uti-
lizarse en esta invencibén, sin embargo, podrﬁ apreciarse que
incluso aunque un compuesto antimicrobial no tenga efectos tbxi-
cos secundarios conocidos o sospechados, podrfa ser de gran ven-
taja aqui la unibén del mismo a una molécula controladora para
evitar la inactivaciédn o pérdida o dilucidn del agente del i

punto de aplicacibn. Adicionalmente, dicha inmovilizacién asegu- !
i




ra al agente antimicrobial contra la sensibilizacibén inmunclbe
gica, permitiendo con ello su utilizacibn repetida. A comtinua-
cién, v con fines solamente ilustrativos, se ofrece una lista
ajerplificativa, pero no exhaustiva, de tales compuestos.

corpuestos antimicrobiales-antibibdticos

!
Pt riv

ac Dizminas aliffticas que tieren la siguleate estruce |

tura geseral en donde n = 2-18:

NH - CE, - (Cﬁa) n = CHy = NH2

b. Polimixinas B1, Bz’ D‘I ¥y Dz’ cuyas estruacturas soun:

i
DAB=~Y~7
7
R=DABwL~Thr=X-~DAB DAB—NH2 |
Ilf H2 L-Thr—?AB
NH2

en la Pbrmula estructural anterior, R;X,Y y Z tienen las siw

guientes identificaciones quimicas:

Especie de polimixina R X Y z ';
B ’ MeOct DAB D=Phe L=Leu _
B, MeHep DAB D=Phe LeLeu
D1 MeQct D-Ser D«Leu L=Thr ;
D, MeHep D-Ser D-=Leu L=-Thr ‘

MeOGt = &cido 6-metiloctandico; MeHep = &cido 6-metil- '
heptandico; DAB = &cido L- ¢, f-diaminobutirico: Thr = treonina;
Phe = femilalanina; Ser = serina; Leu = Leucina.

ceo Bacltracina A, cuya estructura es la siguiente:




CH

CH=-CH-G

| CHa*CH: NI!I? N

)
N /\?He?l

CH = C—) L-Leu

=11 -

e

?\___r/ \\‘%-CH3

Acido 6-aminopenicilénico

'
L~-His D-Asp L-Asn D=Glu
D-Phe”’;a J/
L-Ileu ¢—-D-0rn <— L=Lys¢&® L-Ileu
de Penicilinas, derivados de penicilina y cefalospo.'
rinas  que se ilustran por los siguientes ejemplos represen;ati-
vos:
i
B CH
®_cu2 C-NH . 3
: CH
3
N H
0 COOH
Bencilpenicilina :
CH,
NH s 3

C-H 5
O0H
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Derivado de Cefalosporina C
e. Aminofenoles v aminofenoles sustituidos, de la

siguiente Pérmula estructural:

H,N OH

en donde A, B, C y D pueden ser varias funciones incluyendo H,

F' Cl’ BI‘, N02' NH2' COOH, y OHO

P. Antibibticos poliénicos tal y como se ejempli~

fican por los siguientes ejemplos representativos:

H OH

H
HO H
H COOH —
H
CHg o OH i,
R OH
Q CHz

Anfotericina B
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Filipina

g. Productos orghnicos de mercurioc, tal como

los siguientes. tres ejemplos representativos:

CH

3
0
Hg
N02
Nitromersol

: Hg-NO,

Nitrato Penilmerclrico
coaua

S—HQ-CHQCH3

Timerosal

-13 -

L e et et et .
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he EL grupo vancomizina de antibidticos, tal come

la estructura parcialmente establecida de ristomicina A mostradz

a contircacidn:

I
CHB--O-C—IF4
b
NE, Q C=O

| 2
CH-m~C—«NH~CH

| \\
Q ®
Ho|
@ob
“

?HHNH—C - CH
C=0 NH

|
wd
R0

2 ' g

en la- qu:e R, 2R,

OH

——

————B=D~GlCog ¢ —L=Man
=D ~ Man

B~-DwAra

€—~—"—‘_ B-D-Man

. &=———— Ristosamina

a R, representan enlaces desconocidos.

i. Befenio, que tlene la s:Lgulente estructura.

"@‘

]
O=CH - ”*-N®*~
Hé CH2 l CH

CHy

3

CH2

—
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j« Diclorofeno, que tiene la siguiente estructura:

OH HO

cl Cl

k. Hexilresorcinol, que tieme la siguiente estruc-

tural

OH

HO CH,- (CH2) 4-053

Los compuestos antimicrobiales preferidos que han
de ser unidos a soportes poliméricos son los antibidticos y,
especificamente, aquellos compuestos que llevan a cabo su fur=
cibn Parmacéutica o antimicrobial actuando sobre o en las pare-
des celulares .o membranas. Los mis notables entre estos compues-
tos son las polimixinas, vacitrazina y los antibibticos poliéni-~

COSe

Al igual que existen muchos compuestos antimicro-
biales para enumerar, también los posibles soportes poliméricos
que pueden ser seleccionados son demasiado numerosos para enume=-
rarlos exahustivamente, Sin embargo, y para ilustrar el amplio
alcance de posibles materiales soportes, se ofrece la siguiente
lista de soportes adecuados seleccionados entre polisachridos
naturales y modificados, vidrio y polimeros sintéticos. Los mis

preferidos entre todos estos son los polisaciridos, especialmen-

te dextrano y celulosa.
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Soportes sblidos y/o poliméricos.

Soportes naturales

1. Celulosa - La celulosa es un polimero lineal
de unidades D-glucopiranosa enlazadas en @(1,4). La estructura
es la siguiente: '

CHZOH cHZOH , CHy0H

HO

2, Dextranos - Los dextranos son polimeros ramifi-
cados de unidades D-glucopiranosa; la cadena de espina dorsal
esti enlazada en 0((1,6) y las ramificaciones estén enlazadas
en 4(1,2), of(1,3) ¥y o{(1,4)s La estructura de la espina dor-
sal se muestra a continuacibn:

CH T CHp, . T CHy

H

0

Las cadenas de dextrano pueden reticularse con
epiclorhidrina; las cadenas 2=hidroxipropilo llegan a enlazarse
en 1,3 a los grupos.hidroiilo libres de las cadenas dextrano.
Los dextranos con varios grados de reticulacibén pueden encon-
trarse en el comercio en forma de perlas bajo el nombre regis-
trado Sephadex de Pharmacia Corp. '

3. Agarosa - La agarosa es un polisachrido lineal con residuos
alternantes de D-galactopiranosa y 3,6-anhidro-L-galacto~pirano-

sa. La estructura se muestra a continuacién. Las formas de agaro=
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sa, en perlas y reticuladas, se encuentran en el comercio bajo
los nombres registrados Sefarosa 2B, 4B, 6B, y CL2B, CL4B,
y CL6B de Pharmacia Corp.

™
~o
\

¢ ———— -

o OH  CH,OH

N7 °

o)

e s,

PRr—"

4. Almiddn: Por ejemplo, {~-amiloxa es un polimero sin ramifi-
car de D-glucopiranosa enlazado en ol(1,4), y amilopectina es
un polimero ramificado con una espina dorsal . =-amilosa y rami-

ficaciones enlazadas en  R(1,6).

5. Inulina es un copolimero complejo de unidades D-glucopiranosa
¥ D=fructofurancosa.

6. Xilanos son polimeros lineales de unidades D-xilopiranosa en-
lazadas en 05(1.4).

7. Marmanos son polimeros de D-mamnopiranosa enlazada en
D(1,4).

8. Glucomannanos son copolimeros de D-glucosa y D-mannosa enla-
zados en ﬁ(1,4).

9. Galactanos y arabinogalactanos son polimeros altamente rami-
ficados de wnidades galactosa y galactosa y arabinosa respectie

vamente, enlazadas en 1,6 y 1,3.

10. Goma arébiga y otras gomas de planta,

11+ Colfgeno y otros polipéptidos de origen natural o sintético

y sus derivadose.
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Materiales soporte de polisacéridos modificados.

1. El tratamiento de los polisachridos con &cido
peryddico bajo condiciones suaves se traduce en la disociacibén
de algunos de los enlaces 1,2-diol para formar grupos dialdehido.
No se presenta la disociacién extensiva de la cadena polimérica.
Las funciones aldehido pueden utilizarse como puntos adicionales
de modificacidn.

2. Los grupos funcionales naturales de los soportes’

polisacaridos son grupos hidroxilo primarios y secundarios Y

en ciertos casos, &cidos carboxilicos (por ejemplo goma arbbiga
y. xilanos). Otros grupos funcionales que pueden derivarse de
estos son los indicados a continuacidn:

=0-CH,CO,H Carboximetilo, por reaccibén con hidréxido sbdico
y cloroacetato sbdico; disponible en el comer—
cio, por ejemplo, como carboximetilcelulosa.

~OCH,CH,NH, Aminoetilo, por reaccidn con hidrdxido sbdico y
sulfato de aminoetilo; disponible en el comer—

cio, por ejemplo, como aminoetilcelulosa.

~0-80,R Sulfonato, por reacciém con el correspondiente
(en donde, cloruro de sulfonilo en presencia de una amina
Raalquilo,arilo)terciaria‘

Halbgeno Halbgeno, por tratamiento con &cido bromhidrico
o yodhidrico,

2,3=0xidopropilo, por reaccién con epiclorhidrina

¢] R .
en presencia de una base; las preparaciones de

~0=CH,_~CH=~CH

2 2 materiales de similar funcionalidad se encuentran
disponibles en el comercio como Sepharose 6B .
epoxi-activada de Pharmacia Corp.

Vidrio -« La estructura del vidrio es la siguiente:

i
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-%i-o-?i-oa
¢
S1w=0-§i~-0H

i |

Bl grupo funcional natwral del vidrio es wn grupo

5imOH, Ejemplos de otras funciones que pueden estar unidas son:

~-S5i —C}—— CH,Br
G e (Ciia)n-@“ CH,X

o= i3
X = Hal
«~51~CH=CH,
CH
‘ 3
--si~CH2~-CHQ-CH2~0-CO—C=CH2

. Vo
~51~CH,~CH,~CH,~0-CH,~CH ~ CH,
-s;~c32-CH2~CH2—sn
—Sl~CH2-CH2-CH2-NH2
-S1-CH2-CH2-CH2—NH—CH2-CH2-NH2
- .ct' - X L

§i~CH,~Gl, CH,~C1

Polimeros artificiales

1. Poliacrilamidas
La estructura de la poliacrilamida se muestra a

continuacidn. La estructura esté reticulada a veces con unida-
des metilenbisacrilamida o metilendiacrilato. Estos materiales

se encuentran en el comercio en forma de perlas, con diversos
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grados de reticulacidn, bajo el nombre registrado BioGels de
Bio-Rad Laboratories.

T

CONHé CONH2 CONH2

La funcibén natural de las acrilamida son grupos

carboxamida. Bstos pueden convertirse a otros grupos adecuados

para la unidn de productos médicos, como se muestra a continua-

cidn:
-Cri --Em !
NaOH . ROH H,NOH '
\ / Y ~CO,H T 0 ~COR 2T conaougl
L).All{ ot R_NH B CONR2 4
2 D ’

l H2NNH2

' ——-commﬁzﬂa-co-lm-nu-core
\LHONO
~CO-N,

Varios de estos derivados se éncuentran en el comercio, suminis-
trados por Bio-Rad Laboratoris, por ejemplo, hidrazida (Hidra-
zida Bio-Gel P-2 y P=150), aminoetilo (Af£fi-Gel 701 y Aminoetilo °
Bio-Gel P-2 y P=150), y carboxilo (Affi-Gel 702 y Bio-Gel CM-2)

2, Pcliscrilatos

La estructura de los poliacrilatos es la siguiente:
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La funcidn natural de estos materiales soporte es
el grupo acido o éster carboxflico. Las reaccibnes de importan~
' cia para la modificacibn del grupo funcional, para la unidén de
3 productos medicinales, se muestran a continuwacibdn:

l

R'OH

CO2R

~

- t
CO2R

RQNH
LiALH

~CO,NR,

=Y
~

—CHQOH

3. Poliestirveno

La estructura del poliestireno se muestra a conti-
nuacidn. En el comercio pueden encontrarse varios poliestirenos,
al menos en forma de perlas conteniendo bajos porcentajes de

1,4~divinilbenceno como agente reticulante:

99

En el siguiente esquema se muestran ciertas reaccio-

" Rr=H, CHCL, SO

3

nes que introducen grupos funcionales en el poliestireno adecua-
dos para la unibn de productos medicinales:

o o iy



Vv
Q
o

o
Q
-

@ MeOCH,Cl
snCl

150_H

\m 50,

i

§

l

; I

/

\K\\\\\\\\\ﬁi NH

a23204
///iiff////// Gl 0=8
—Q»—-—- N _@__ We=C=S

Las perlas de poliestireno reticulado y clorometi-
lado se encuentran en el comercio como Bio-Beads S=X1 y S=X2 de
Bio-Rad Laboratories,

. 4, Alcohol polivinilico

Este material soporte se prepara por hidrélisis de

acetato de polivinilo. La estructura es la siguiente:
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La funcibn natural de este material es el grupc e
hidroxilo. Por consiguiente, son aplicables todas las reaccio-

nes de funcionalizacidn descritas en conexibn con los soportes
de polisaciridos, excepto la disociacidn con pervodato. :

5, Copollmero de anhidrido polietilenmalé&ico

i
Este material contiene unidades reactivas anhidrido—l
1

succinico v puede utilizarse para unir productos medicinales

directamente.

6. Otros materiales soporte posibles incluyen los polimeros
de condensacidén tales como poliésteres y poliamidas (mylon) y

polivinilpirrolidona.

Puesto que el tamafio del soporte debe ser suficienw
temente grande para evitar la £ago£itosis 0 penetracibn a través
de membranas biolbégicas y puesto que los dilmetros tipicos de
las células fagofiticas, en micras, son los siguientes: ;
Monocitos (14-20); Macrofagos (20-40); Neutrofilos (12),
células Langhans (40-50), se cree que las moléculas soporte de
esta invencidn pueden tener un difmetro superior a 50 micras

aproximadamente.

Los compuestos antimicrobiales y los soportes sbliw
dos pueden enlazarse de muchos modos, tal y como se explicaré
detalladamente a continuacidn, con el resultado de que los com-
puestos antimicrobiales permanecen farmaceuticamente activos.
Una forma de enmlace contempla la interposicidn de un brazo mole-
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cular entre el soporte y el compuesto antimicrobial, para permi-
tir una penetracidén celular suficiente de la céluyla interesada

por el producto medicinal, mientras que la molécula soporte con-

troladora limita €l movimiento del producto medicinal. Sclamente
con fines ejemplificativos y para demostrar que pueden preparar-
se productos medicinales enlazados que retengan su actividad
farmacéutica, se enlazd covalente polimixina B a perlas de aga-
rosa activada con un brazo hidrocarbonado de 10 X entre las
mismas, demostrandose la actividad antimicrobial retenida de E

polimixina B.

EJEMPLO 1

Se enlaza covalentemente polimixina B, un agente
antimicrobial de origen natural, conocido, a perlas de agarosa
por reaccidn de polimixina B libre con perlas de agarosa actie
vada (disponibles en el comercio como Affi-Gel 10 de Bio-Rad
Laboratories). La estructura de la agarcsa activada (Affi-Gel 10)

es la siguiente:

0

HO 0 /“————
Ll

' !
Agarosa-O~CH2~CH2~CH2-N~C~CH2-CHa—é-0~N

El brazo lateral activado est& unido covalentemente
a agarosa a través de un enlace &ter estable. La polimixina B
se acopla a Affi-Gel 10 como se muestra a continuacidn:

HO 0 }___
e ]
Agarosa=0-(CH_) =N=C=(CH_) =C=0- + H Nepolimixina B
2’3 2’2 2 _
Ho b

0
|
PH 7,0 ; Agarosa~0-(CH2)3-L-J-(CHé)Qnu-NH~polimixina B v

Las condiciones para el acoplamiento son las 5i-
guientes:

[l
.y t
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guientes:

1+ Se disuelven 2,5 g de sulfato de polimixina B
(1,6 mmoles) en 25 ml de tampbdn fosfato 0,1 M, pH 7.

2. La solucidn anterior se afiade a 1 g de Affi-Gel 1?
deshidratado para dar 15 ml de Affi-Gel hinchado conteniendo
aproximadamernte 0,18 mmoles de brazos laterales activados. Esta
mezcla se hace reaccionar entonces durante 8 horas a 42C con
agitacidn. El derivado final se lava con cloruro sbdico 1M hasta

que la absorbancia del eluvado a 260 nm es de cero.

Como puede observarse, los derivados de este tipo
reaccionan con los grupos amino libres de polimixina para produ-
cir enlaces amida entre la perla de agarosa y la polimixina.

El brazo hidrocarbonado tiene una longitud aproximada de 10 4
¥y las perias de agarosa hidratada tiemen un didmetro de 74 a
149 micras aproximadamente. Este tamafio de perla es suficiente-
mente grande para evitar la fagofitoxis o penetracibén a través

de membranas bioldgicas.
Cuando se hincha AFfi-Gel 10 existen en el mismo

aproximadamente de 8 a 12 micromoles/ml de los grupos del brazo
activado. Por consiguiente, se utiliza un exceso molar de 10 ve=- !

ces de polimixina B, com respecto a los grupos activos del brazo,:
para evitar enlaces amida miltiples a la polimixina B, que tiene
cuatro grupos amino libres. La modificacidén quimica de cualquier
grupo amino no destruye la actividad antibibtica; sin embargo,
1a modificacibn de 2 & mis si lo hace. En consecuencia, las
condiciones de acoplamiento se eligen de modo que las moléculas
de polimixina se unan, en promedio, a las perlas de agarosa a

través de solo un enlace amida,

Después de la unidén covalente de peclimixina B a las

perlas de agarosa, s¢ lava 1 ml de este derivado extensivamente
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con etanol y agua para separar toda la polimixina libre., El pro=-
cedimiento de lavado consiste en lavados sucesivos de 200 ml

de etanol al 10 % en agua, 200 ml de etanol al 5 % en agua y
200 ml de agua. La eficacia del proceso de lavado se establece
demostrando que lavados sucesivos eliminan totalmente la poli-
mixina B sin enlazar, tal y como se detecta por ensayos ancimi-
crobiales y absorcibdn ultravioleta. El procedimiento de lavaco

no es critico en tanto en cuanto separe todas las trazas de

polimixina sin acoplar. Es importante que el lavado final no
contenga un disolvente orglnico ya que el etanol residual podria

afectar a la interpretacidn de los resultados conseguidos.

La actividad antimicrobial de la polimixina B unida

a perlas de agarosa se establece del siguiente modo. Se introdu~

ce un medic de cultivo estéril enm el interior (50 ml) y exterior
(100 m1) de una bolsa de didlisis suspendida en un matriz Erlen~-
meyer., Las perlas de polimixina-agarosa se colocan en el inte-
rior de la bolsa de diflisis y a continuacidn se inoculan los
medioé de cultivo del interior y del exterior con nfmeros varia-
bles de Escherichia coli (ATCC No. 25922) viable que oscilan

entre 1 x 10° y1x 108 células. Cuando se colocan 0,1 mg de la

polimixina-agarosa enlazadas en el interior de la bolsa de dif-
lisis, no se detecta crecimiento alguno de bacterias en el inte~
rior de la bolsa cuando el inbculo consiste en 1 x 107 célplas

o menos (Tabla I). Similarmente, cuando la polimixina-agarosa i
enlazadas se colocan en el exterior de la bolsa, no se detecta !
crecimiento alguno de bacterias fuera de la bolsa (Tabla I). !
Las bacterias siempre crecen en el medioc de cultivo exterior !
cuando la polimixina-agarosa se encuentra en el interior de la
bolsa y en el medio de cultivo interior cuando la polimixina-aga-
rosa se encuentra en el exterior de la bolsa. En experimentos

de control, se affade polimixina B libre (sin enlazar) al interior

de la bolsa de didlisis. No se detecta crecimiento bacterial E
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alguno en el interior o exterior de la bolsa. Segin otro expe-
rimento de control, se demuestra que las perlas de agarosa, en
ausencia de polimixina B enlazada covalentemente, no evita el

crecimieato bacterial,

Bste experimento establece los siguientes puntos:

1. La polimixina unida a perlas de agarosa retiene su actividad

aatimicrobial.

2, La polimixina se une covalentemente a la perla de agarosa

debido a que la polimixina, que habia reaccionado quimicamen~

te con la perla de agarosa, deja de pasar a través del tubo
de di&lisis, mientras que la polimixina libre pasa realmente

a través de dicho tubo de diflisis.

3. La polimixiné en forma activa que puede pasar a través del
tubo de dilflisis, no se desprende de la perla por cualquier

reaccién con B, coli.

TABLA I. Efecto de polimixina~agarosa sobre el crecimiento de

B._coli.
Descripcidn Nimero de células| Nimero de células via=-
de la muese de E. coli usadas bles de E. coli por ml
tra para inbculo después de 18 horas a
379C. :
En bolsa de Fuera de la g
diflisis bolsa de |
diAI.iSiS .
0,1 mg ‘ 6 9 l
polimixina-agarosa 5 x 10 o] 1,9 x 10 '
en bolsa de difli- i
sis e
|
0,1 mg polimixina 6 5
libre en bolsa de 5 x 10 0 450
diflisis
0,1 mg polimixinae 7 9
agarosa en bolsa 1x 10 0 2,1 x 10

de diflisis

Tl
.
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Descripeibdn de la

nuestra

Nimero de células
de BE. coli usadas
para inbculo

Nimero de céiulas via-
bles de E, coli por ml
después de 18 horas a

37¢eC.
En bolsa de| Fuera de la
diflisis bolsa de
difiisis

0,1 mg perlas de 7 9 9
agarosa en bolsa 1 x 10 2,1 x 10 2,0 x 10
de diflisis
0,1 mg polimixina= 7 9
agarosa fuera 1 x 10 2,0 x 10 o

En otros experimentos se ha demostrado que la poli=-

mixina-agarosa es activa contra diversos microorganismos dife-

rentes, incluyendo: (1) Salmonella typhimurium, (2) Pseuwdomonas

aeruginosa y (3) 1a levadura, Candida albicans.

BJEMPLO 2

La eficacia de una amina primaria alifética, un

fcido carboxflico alifitico y un aminofenol se ilustra en el

siguiente experimento. Los compuestos mostrados a continuacidn

se unen covalentemente a agarosa utilizando Affi-Gel 10 como

se ha descrito para la polimixina B en el ejemplo 1:

1, N“a'(CH2)1o‘N32

2.

4. H

2

N32~(032)10-coon
3 NHQ-(CH2)1

0 CHy

o

¥

Los derivados de agarosa de estos compuestos aco-

plados a 1a perla de agarosa a través de sus grupos amino, son

examinados con respecto a la actividad antimicrobial contra
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guiente experimento. Se aftaden inbculos a 9,5 ml de medio de
cultivo estéril. E1 inbculo consiste en 0,5 ml de células en
fase estacionaria. En los tubos experimentales, se afiaden 0,5 mg
del agente antimicrobial inmmovilizado. Los tubos de control cone-
tienen o bien 0,5 mg de la agarosa sin derivar o bien nada de
agarosa. Las muestras se mezclan totalmente yAa continuacibn

se efectfian de 1 a 10 diluciones en seris del tubo imoculado

diluciones en serie del cultivo original se efectfian a una di-

lucidn final de 1 x 10""1° de la muestra original. Después de 12

horas, las muestras se examinan con respecto al crecimiento

bacterial. En la Tabla II mostrada a continwacibén, se registra
la dilucidn mis.elevada en la cual se observa el crecimiento {
bacterial. Estos datos soportan las siguientes conclusiones: '

1. Las perlas sin derivar no tienen actividad anti-

microbial,
2, La amina primaria alifética (No. 1) demuestra

actividad contra B, coli, S. typhimuriwm y S. aureus.

3. El &cido carboxilico alifitico (No. 2) demues=-

tra actividad contra E. coli.

4. El alcano normal €10 (Noe 3) no tiene actividad
contra ninguna de las cepas. '

5. El fenol (No. 4) tiene actividad contra s. typhi-~

murium y Be subtilis,

Estos datos indican que la amina alif&tica prima=-
ria y el fenol, unidos a agarosa, muestran una actividad sig-
nificativa contra al menos uno de los organismos gram-positivos
y al menos uno de los organismos gram=negativos.,
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Tabla II. Efecto de los derivados de agarosa sobre bacterias
gram-positivas y gram-negativas.

Dilucibén mis alta que permite el crecimiento

organismo i1 #2 #3 f4 Agarosa sin
deprivard

Con»a cOnwa Con--a COn--a Conra
trol® #1  trol” #2 trol” #3 trol” 44  trol” Agarosa

B. coli 10° 1067 10° 107 10 10 10 w0 F 1070 1078

Se typhimu - - N - - N -

Tivn 107 1073 107 167 107 107 107 10 1077 1077

s, aweus 102 107 10 1070 10 102 160 10° 10”° 1072

5, subtilis 1070 108 107% 10™% 1078 1078 107® 107 1078 1078

10

15

a.) Las muestras de control se tratan identicamente que las mues-
tras experimentales, excepto que las mismas carecen del derivado de
agarosa.

b.) Las pelas de agarosa sin derivar se obtienen por tratamiento

de Affi-Gel con tampones acuosos en ausencia de amina afiadida.

EJEMPLO 3

Se enlaza covalentemente aminofenol a celulosa utilizando
carboximetilcelulosa y un reactivo de carbodiimida, mediante el pro-
cedimiento indicado a continuacibén, para dar la estructura:

—

0
VA
c§1ulosa - Cﬂa-g-NH —ﬁ<:_>7 OH

Fenol celulosa I gA partir de carboximetilcelulosa y 2—amino£enol}:

Se suspende 1 g de carboximetilcelulosa (sigma, media,
0,7 miliequivalentes por gramo) en 10 ml de agua y se afiaden 5 ml
de &cido clorhfdrico al 5 %. Después de agitar durante 5 minutos,



10

20

25

i

- 31 -

la lechada se filtra en un embudo Buchner y se lava con 200 ml

de agua, 50 ml de etanol y a continuacidn 50 ml de éter. E1l pol-
vo seco se transfiere a un matriz Erlemmeyer de 125 ml con un
agitador magnético y se afiaden 5 ml de dimetilformamida (DMF),
seguidc por 0,445 g (2,15 mmoles) de diciclohexilcarbodiimida
{pcC; Ardrich) en 7 mi de DMF y 0,545 g (5 mmoles) de p~amino=-
ferol (Bastman) en 5 ml de DMF. Los laterales del matrlz se lavan
con otros 3 ml de DMP y la lechada se agita suavemente a tempe-
ratura ambiente durante 36 horas. Bn este momento, se afiaden

100 ml de aguwa y el sbélido suspendido se recoge en un embudo '
Buchner y se lava totalmente con 200 ml cada uno de agua, etanol
y éter y a comtinuacidn se seca al aire para dar un polvo espon=

joso de color marrdn claro. |

El derivado anterior y la celulosa sin modificar se i
examinan entonces con respecto a la actividad antimicrobial
contra E. coli utilizando cantidades variables del derivado ce-
lulosa/fenol y diferentes tamafios de inbculo. Las muestras se
crecen durante 24 horas y se examinan con respecto al crecimien-
to bacterial, Estos datos se resumen en la siguisnte Tabla III
(+ = crecimiento; -« = crecimiento). Los datos de la Tabia IiI
demuestran que en contraste a la celulosa sin derivar, el amino-
fenol acoplado a la celulosa tiene una actividad antibacterial
significativa. E1 aminofenol se acopla también a agarosa en la
forma descrita en el ejemplo 1. Este fiitimo derivado tiene ac-

‘tividad contra S. typhimurium y B. subtilis pero no contra
E. coli (Tabla II). Estos resultados indican que la seleccién

del soporte polimérico y del brazo covalente puede tener efec-
tos significativos sobre la actividad antimicrobial del compues=

to unido a un seporte immovilizado.
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TABLA III. Efecto de fenol-celulosa I sobre el crecimiento de

Ea COlio
Crecimiento

mg de Celulosa
antimicrobial Celulosa~fenol - (sin modificar)

a ,
1 nmg - +
2 mga - +
3 mg® - +

a
4 mg - +

a
5 mg - .

b
1 mg - +

b
5 mg - +

e .
1 mg + +
o® + +
0c + +

a) tamadfo de indculo: 1 x 106 bacterias
b) tamafio de imbculo: 1 x 107 bacterias
¢) tamafio de indculo: 1 x 108 bacterias.

En la forma descrita a continuwacidn se preparan otros
derivados de fenol-celulosa (II a V) v sus derivados dicloro y
diyodo:
Fenol-celulosa I1: (A partir de aminoetilcelulosa y &cido
3~(p-hidroxifenil)-propisnico):

Se suspenden 3 g de aminoetilcelulosa (Sigma, apro-

ximadamente 0,7 miliequivalentes por gramo) en 20 ml de dimetil-
formamida (DMF) y se afladen 2,10 g (12,6 mmoles) de &cido 3=(p-
hidroxifenil)-propidnico (Ald:rich) disuelto en un volfimen minimo
de DMF, seguido por 1,15 g (6;3 mmoles) de diciclohexilcarbo-
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diimida (DCC; Aldrich) en 3 ml de DMF. Esta mezcla se agita a
temperatura ambiente durante 200 horas. Después de tratar con é
20 m1 de agua, la lechada se transfiere a un embudo Buchner y
se lava totalmente con 200 ml de etanol. La torta del filtro se
vuelve a enlechaf en un vaso de precipitados con 10 ml de etanol
y a continuacidn se transfiere de nuevo a un embudo Buchner en
dorde se lava totalmente con 100 ml cada uno de etanol, acetona
y éter. Despubs de secar al aire, el producto es un sblido de

un color ligerazmente mate,

Derivado dicloro de fenol-celulosa II:

Se enlecha una porcidén de 0,7 g del fenol=celulosa II
en 5 ml de agua y se afiaden 3 ml (3 mmoles) de solucidén de hipo-
clorito sédico 1N (Clorox). La lechada se agita entonces durante
1 hora a 02C, durante cuyo tiempo la mezcla de reaccidn vira des-

de un color verde amarillento palido a un color blanco. La reac-
cidn se diluye con 20 ml de agua y el exceso de oxidante se
destruye (negativo al papel de yoduro de almidbém) por adicibém
de 3 ml de una solucibn acuosa saturada de tiosulfato sbdico.

Bl sbélido se recoge en un embudo Buchner y se lava extensivamen~
te con porcilones de 200 ml de agua, etanol al 95 %, cetona y
éter y a continuacidn se seca al aire para dar un polvo blanco.

Derivado dizodc de fenol-~celulosa II: .

Usando el procedimiento anterior, se yodan 0,7 g de
fenol=-celulosa II con 2,5 ml de wna solucibén yodante (15 g de
yoduro dé'potasio ¥ 25 g de yodo en 200 ml de agua, 0,5 M). Des-
pués de procesar, se lava y seca como anteriormente, para ob-

tener un polvo de color marrbdn pAlido.

Fenol—celulosa III: (A partir de aminoetilcelulosa y &cido

p-hidroxifenilacético) |

se suspenden 3 g de aminoetilcelulosa (sigma, apro- |
ximadamente 0,7 miliequivalentes por gramo) en 20 ml de dimetil-
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formamida (DMF) y se afiade 1,96 g (12,6 mmoles) de &cido p-hi-
droxifenilacético (Aldrich) en un volflmen minimo de DMF, segui-
do por 1,15 g (6,3 mmoles) de diciclohexilcarbodiimida

(HCCs Aldwich) en 3 ml de DMF. Esta mezcla se agita a temperatu-
ra ambieste duvante 48 horas. Después del tratamiento con 109 mi
de acetona, el sdlido suspendido se recoge en un embudo Buchnei

y se lava corn porciones de 200 ml de etanol, aguwa, acetona y

&ter y a continumacidn se seca al aire para dar un polvo esponjoso

de color mate. 1

Derivadeo dicioro de fenol-celulosa IIT:

Se enlecha una porcidn de 0,7 g de fenol-celulosa
III en 5 ml de agua y se afiaden 3 ml (3 mmoles) de solucidn de i
hipoclorito sbdico 1N (Clorox). La lechada se agita entonces du-
rante 1 hora a 02C, durante cuyo tiempo la mezcla de reaccibdn
vira lentamente de un color verde amarillento palido a un color
blanco, La reaccibn se diluye con 20 ml de agua y el exceso

oxidante se destruye (negativo al papel de yoduro de almiddm)

por adicidn de 3 ml de una. solucidn acuosa saturada de tiosul=
fato sbdico. El sb6lido se recoge en un embudo Buchner y se lava
extensivamente con porciones de 200 ml de agua, etanol al 95 %, !
acetona y &ter,secindose a continuacidn para dar un polvo blane :

COe

Derivado diyodo de fenol-celulosa III:

Usando el procedimiento anterior, se yodan 0,7 ¢
de fenol-celulosa con 2,5 ml de una soliwcidn yodante (15 g de
yoduro de potasio y 25 g de yodo en 200 ml de agua, 0,5 M).
Después del procesado, se lleva a cabo el lavado y secado como
anteriormente, para obtener un polvo de color marrdn pélido.

Fenol-celulosa IV: (A partir de aminoetilcelulosa v &cido p-hi-

droxibenzdico)
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Se suspenden 3 g de aminoetilcelulosa (sigma,
aproximadamente 0,7 miliequivalentes por gramo) en 20 ml de
dimetilformamida (DMF) y se afiaden 1,74 g (12,6 mmoles) de &cido
p-hidroxibenzdico (Bastman) disuelto en un vollmen minimo de
DF, seguido por 1,15 g (6,3 mmoles) de diciclohexilcarbodii-
mida (DCC; Aldrich) em 3 ml de DMF. Esta mezcla se agita a tem—
peratura ambiente durante 200 horas. Después del tratamiento con
100 ml de acetoma, El sblido suspendido se recoge en wn embudo
Buchner y se lava con porciones de 200 ml de etanol, agua, ace-
tona y &ter, secindose a continuacidén al aire para dar un polvo

esponjoso de color mate,

Derivado diyodo de fenol-celulosa IV:

Usando el procedimiento anterior, se yodan 0,7 g
de fenol-celulosa IV con 2,5 ml de una solucidn yodante (15 g
de yoduro de potasio y 25 g de yodo en 200 ml de agua, 0,5 M).
Después de la elaboracibn, lavado y secado como anteriormente,

se obtiene un polvo de color marrdm pilido.

Fenol=celulosa Vi (a partir de carboximetilcelulosa y 2~{p-hi-

droxifenil)=-etilamina:

Se suspenden 3 g de carboximetilcelulosa {sigma,
media, 0,7 miliequivalentes por gramo) en 40 ml de dimetilfor-
mamida (DMF) y se afiaden 1,72 g (12,6 mmoles) de 2~{p-hidroxi-
fenil)=-etilamina disuelta en un vollmen minimo de DMF, seguido
por 1,15 g (6,3 mmoles) de diciclohexilcarbodiimida (pcc;
Aldrich) en 3 ml de DMF,.

Esta mezcla se agita a temperatura ambiente durante
48 horas durante cuyo tiempo vira a color marrdén. Después del
tratamiento con 100 ml de acetona, el sbélido suspendido se re-
coge en wi embudo Buchner y se lava con porciones de 200 ml de
etanol, agua, acetoma y éter, seclndose entonces al aire para
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dar un polvo esponjoso de color mate.

Derivado dicloro de fenol-celulosa V:

Se enlecha una porcidn de 0,7 g de fenol-celulosa V
er 5 ml de agua vy se afladen 3 ml (3 mmoles) de solucidn de hipo-
clorito sddico 1N (Clorox). La lechada se agita entonces durante
1 hora a 0¢C, duraate cuyo tiempo la mezcla de reaccidn vira
a un color marrdu claro. La reaccidn se diluye con 20 ml de agua

y el exceso de oxldante se destruye (negativo al papel de yoduro |

de almiddn) por adicidn de 3 ml de una solucidn acuosa saturada

} de tiosulfato sbdico. Bl sdlido se recoge en un embudo Buchner

y se lava extensivamente con porciones de 200 ml cada una de
‘agua, etanol al 95 %, acetona y &éter, para secarse entonces al
aire y dar un polvo blanco. '

Derivado diyodo de fenolwcelulosa V:
Usando el procedimiento anterior, se yodan 0,7 g

de fenol-celulosa V con 2,5 ml de una solucidn yodante (15 g de
yoduro de potasio v 25 g de yodo en 200 ml de agua, 0,5 M).

La mezcla de reaccidn de color marrdn chocolate se elabora, lava
y seca como anteriormente, para dar un polvo de color marrdn
phlido. '

Podré apreciarse que a la vista de los numerosos
compuestos antimicrobiales adecuados, los muchos materiales
soporte apropiados y los diversos enlaces quimicos adecuados
entre el compuesto antimicrobial y los soportes, es imposible
ejemplificar cada combinacién posible. Por consiguiente, y con
fines ilustrativos y no limitativos, los siguientes ejemplos in-
tentan ilustrar un acoplamiento quimico tipico de compuestos an-
timicrobiales representativos a celulosa a través de los brazos

espaciadores que se unen covalentemente a la celulosa.
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EJEMPLO 4

La polimixina B 1 se puede acoplar a celulosa en la'
forma indicada a continuacibn:

© i s s s erpbrrrm en - - -

v 0 0
. i i _
...Nﬁ-—(CHZ); NH—(CH,_); Na—}~c-(cnz)2«c o —
NH
DAB=D~Phe-L-Leu

/

‘MeOct — DAB = L-Thr-DAB —DAB -

NHa 7 . L=Thr DAB
NHZ 0 . .
E!EMPLO 5

La mono-dinitrofenil-bacitracina A (derivada en el
grupo amino de ormitina) retiene actividad antibibtica. Por con-
siguiente, la bacitracina A o sus derivados pueden enlazarse a
celulosa a través de éste grupo amino, como sigue:

o e e

| \3 /g\\“[:*‘z o‘

CHz—CH; ° NH .
-/L“H“g""“"‘D‘ASP — L~Asn "
Offhe ls | “L )
L-Ifeu <=—— D-0rn <~— L-lLys <~ — L-llLeu

§H

celulosa —NH=(GHy )3 "NH‘(CH2)3 ~NH~C— G}-Iz =0

..

- '




EJEMPLO 6

El &cido 6~aminopenicilénico se puede acoplar
a celulosa del siguiente modo:

.0 0
i v
Celulosa-NH—(CHz) 3-NH-(CH2) 3-NH-C-(CH2) 2—c

N
\__‘/5\/

/,-—N—cx-r./. \CHa |

0

CH3

COOH

EMPLO 7
Los polienos, ilustrados en la presente invencitn
por Filipina, pueden enlazarse covalentemente a celulosa a tra-
vés de un enlace &ster, tal y como se muestra a continuacidn:

il I
Celulosa=0~(CH,) 3-1?-0-(01&12) 2—0—(CH2)
H

2
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EJEMPLO 8

Los derivados de productos mercuriales orgémicos,
tal como nitrato Penilmerclirico, pueden enlazarse covalentemente
a celulosa del siguiente modo:

0 0
1 f
Celulosa»NHF(CHQ)3~NH—(CHé)S-NHFC-(CHQ)2-&-NH-—4<::;>—-H9N03

EMPLO 9 ,
Los derivados de befenio pueden unirse a celulosa

del siguiente modo:

0 0
~NH ; ( ) g
Celulosa~NH-(CHé)3~NH>(CH2)3 ~C~(CH,) ,=

NH

H

I
| ‘I’ 2
<:::>>—-0-—-CH§—-CH§—- Tf;zcas
c

Hy

EJTEMPLO 10

Los derivados de diclorofeno pueden unirse a celulp

sa como se indica a continuacibn:
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0 0
| i
Celulosa-NH-(CHz) 3-NH-(CH2) B-Nu-é-(cae) 2-0

NH
Cl
OH
CHé
Hi
1

EJEMPLO 11

Los derivados de hexilresorcinol se pueden umir
a celulosa a través de enlaces amida, como sigue: '
0 0
Celwlosa~-NH=(CH,)  ~NH-(CH_ ) -NH-%-(CH ) -ﬂ
2°3 2°3 272
NH OH

H.

s

cna-(cag) 4-01{3

Como ya se ha mencionado, las reacciones quimicas
para enlazar los compuestos antimicrobiales a los materiales
soporte, son muchas. Una breve descripcidn de mecanismos de
reaccidn ilustrativos se establece a contimuacidn en los phrra-
fos A a He

A. Derivados de agarosa activada con bromuro de cianbgeno

La activacidén de agarosa con bromuro de ciandgeno
se efectlia por tratamiento de la agarosa con bromuro de ciand-
geno finamente dividido, en exceso, a wn pH altamente alcalino
y a temperaturas no superiores a 202C., La ulterior derivacidn




U

10

15

20

25

se efectia por reaccidn de la agarosa activada con un producto
farmacutico adecuado en un tampdn o disolvente brg&nico ade=
cuado durante varias horas, a temperatura ambiemte o inferior.
De este modo, la reaccidén con aminas proporciona iminocarbonatos
ciclicos sustituidos en el nitrdgeno y/o uretanos o carbamatos,
pero principalmente la isourea N-sustitufida. En esta reaccibn
se pueden emplear también otros nucledfilos, tales como fenoles,

Puesto que los derivados de ligandos monovalentes
de isourea N-sustituida no son totalmente estables, la presente
invencibén intenta preparar derivados de agarosa polivalentes
y estables. Por ejemplo, se acopla agarosa activada con bromuro
de cianbgeno a poli~-D-lisina, albfimina de suero bobino u otras
grandes moléculas que contienen grupos poliamino. El1 espaciador
polivalente se derivari entonces adicionalmente por procedimien~
tos convencionales, de modo que el espaclador pueda enlazarse
a su vez al producto Parmacéutico activo mediante enlaces cova-
lentes estables (péptidos, éteres, etc.). El empleo de poli~D-
lisina como espaciador resulta particularmente adecuado, puesto

que es resistente a la proteolisis,

v
1

B. Derivacién de agarosa activada com cido cianfirico ;
Se han activado varios soportes, por ejemplo aga- '
rosa, para su ulterior acoplamiénto por reaccidén con 2-amino~-4,6-
dicloro-s-triazina, La reaccibén del soporte activado con reac-
tivos nucledfilos, incluyendo aminas, tioles y alcoholes, pro=-
porciona la triazina asimétrica. La derivacidn final tieme lugar
en tampones ligeramente bisicos a temperatura ambiente, durante

varias horas.

C. Formacidn de enlaces amida

Los f&cidos carboxilicos se pueden convertir a reac~

tivos acilantes altamente reactivos por tratamiento con ciertos
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un reactivo carbodiimida, parece ser que la utilidad de estos

reactantes. Los ésteres activos resultantes, que en términos
generales pueden ser de dos tipos, aquellos generados in situ
para la ulterior reaccidén inmediata y aquellos que son suficien-
temente estables para su aislamiento y caracterizacibn.

1, Esteres activos genevados in situ . El método de generar

in situ agentes acilantes consiste en el tratamiento del éacido

carboxilico con una carbodiimida adecuada, determinidndose la

eleccidn de la carbodiimida por el disolvente de la reaccidn.
Normalmente, el &cido carboxilico se disuelve en un disolvente
adecuado ajusténdose el pH a 4,5-6, El tratamiento de la solucidn
con el reactivo carbodiimida forma el agente acilante activo .
que reacciona adicionalmente cbn aminas primarias para dar las
amidass Los tiempos de reaccidén tipicos son de 8 a 16 horas a
temperatura ambiente. Por otra parte, se pueden utilizar etoxi-
acetileno como reactivo acfivanté.

2, Bsteres activados estables o aislables.

Los acidos carboxilicos o sus derivados activos
se pueden utilizar para acilar p-nitrofenol o N~hidroxisuccini-

mida, para dar los correspondientes &steres. Estos materiales
son muy activos como agentes acilantes. Si bien el procedimiento '
tipico recurre a la activacidn del &cido carboxilico mediante

ésteres activos reside en su alta estabilidad 1o cual permite
su aislamiento y purificacibn antes de acoplarse a un soporte.

3. Empleo de anhidridos mixtos como reactivos acilantes

Los Acidos carboxflicos pueden ser acilados con.
respecto a la acilacién, mediante formacidén de un anhidrido
mixto con un derivado de &cido carboxilico o &cido carbbnico
adecuado. Reactivos peculares incluyen los anhidridos de iso-

valerilo o trimetilacetilo que se forman normalmente en disolven-
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tes orginicos por tratamiento del &cido carboxilico con el haluro
de &cido adecuado en presencia de la cantidad calculada de una
amina terciaria. La formacidn del anhidrido mixto es r&pida in-
cluso a bajas temperaturas, es decir -~102C, y los derivados se
pueden hacer reaccionar con el nucledfilo adecuado en un espacio
de tiempo muy corto. Los anhidridos no se aislan normalmente an-

tes de su ulterior reaccibdn.

Un segundo tipo de anhidrido mixto es el anhidrido

carbbnico-carboxilico, de 10s cuales el mis popular resulta ser |

el carbonato de isobutilo. Estos reactivos se forman por reaccidn
con cloroformato de isobutilo y &cido carboxflico en la forma
anteriormente descrita. Las ventajas de los anhidridos carbdni-
cos-carboxilicos mixtos, en relacidn a los anhidridos carboxili-
cos mixtos, reside en que en el primer caso los subproductos son
alcoholes altamente volétiles y dibxido de carbono.

D. Formacidn de &steres carboxilicos

La formacibén de ésteres carboxilicos se puede

efectuar a través de la acilacibn de un alcohol adecuado mediante

una de las formas activadas de un &cido carboxflico anteriormen—

te descritas.
E. Acilacidn sobre carbono

Los &steres activos descritos en el pérrafo C.2 an-
terior, relativo a ésteres activados estables o aislables, re-
sultan adecuados como electrdfilos para la reaccidén con centros
de carbonos nucleofflicos, por ejemplo, enoles y ciertos siste=
mas areno ricos en electrones. Pueden considerarse tres casos

como a continvacidn se describe,

1o Nuclebfilos emolato. Los materiales que contienen hidrbgemos :

activos se pueden convertir, reversible o irreversiblemente,

a sus aniones enolato por tratamiento con agentes adecuados. '

-
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En el caso de la formacidédn irreversible del enolato, el compo-
nente de hidrégeno activo del sistema se refluirl, por ejemplo,
con sodio metilico o hidruro potlsico con el £in de obtener
los derivados metalados. El disolvente de eleccibn para esta
reaccidn seré wno de los éteres, por ejemplo, tetrahidrofurano
o diglima. Puede decirse que la acilacibn de las especies meté-
licas procederad rapidamente a temperatura ambiente bajo estas

condiciones,

Alternativamente, el enolato puede generarse rever-
siblemente por tratamiento con reactivos tales como alcdxidos
de sodio en un alcohol adecuado. Debe observarse en este caso,
sin embargo, que el reactivo mismo debe ser no nucledfilo y
por lo tanto la eleccibén de los disolventes esté restringida
hacia aquellos que estén altamente impedidos. En este procedi~
miento, el alcdxido, el material que ha de ser acilado y el
reactivo acilante se refluyen entre si hasta que la desapari-
cidn del reactivo acilante indica el té&rmino de la reaccidn.

2, Nuclebfilos enblicos. La acilacidn de compuestos enolizables

se puede realizar por tratamiento de una mezcla del agente
acilante y del compuesto de hidr6genoracti§o con un catalizador
adecuado, por ejemplo, trifluoruro de boro o eterato de tri-
fluoruro de boro, a temperaturas préximas a 02C. El método
resulta mejor adecuado para la prepgragién de {b-diéetonas.

3. Nuclebfilos arombticos. Los sistemas aromiticos se pueden
acilar en reacciones catalizadas por &cidos de Lewis, por
ejemplo tricloruro de aluminio, trifluoruro de boro o cloruro
estimico o0 de zinc, bajo condiciones anhidras. Agentes acilan~
tes adecuados incluyen los anhidridos simples y los cloruros
de &cido.

F. Alquilacidn de nucledfilos carbonados
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1. Los enolatos descritos en el phrrafo E.1 ante-
rior son nucledfilos adecuadbs-para el desplazamiento de anién
haluro o sulfonato a partir de grﬁpos alquilos primarios o se=-
cundarios. Las reacciones tienen lugar normalmente en éter o
alcohol comc disolvente, en funcibn de la base utilizada en la
ceneracidn del enolato. Igualmente, se pueden emplear dxidos
como componente electrofilico, dando lugar la alquilacién a
aiconoles secundarios o terciarios. Con aldehidos o cetonas como
electrdfilos, los-productos de reaccidén pueden ser compuestos
carbonilo [P -hidroxi o o, ()-insaturados (condensacidn aldbli-
cz)e

2., La alquilacibn de nuclebfilos arométicos (alqui~
lacién de Friedel-Crafts) se presenta por reaccibén de haluros y
sulfonatos de alquilo con arenos en presencia de catalizado;es
de &cido de Lewis, normalmente tricloruro de aluminio. El empleo
de sistemas aromiticos reactivos estd indicado para mifigar las
condiciones de reaccién frecuentemente vigorosas.

, Una reaccidn relacionada es la "hidroxialquilacida"
de aldehidos y cetonas. Esta reaccibén con fenoles es especiale-
mente Gtil, dando lugar al metileno difenilado en reaccidn con
aldehidos en medios alcalinos,

Ge Alguilacidn de nuclebfilos oxigenados

La reaccibén de alcbxidos de alquilo o arilo con
electrdfilos adecuados da lugar a éteres en un buen rendimiento. -
Los sustratos para la reaccién incluyen haluros, sulfonatos,
sulfatos y epbxidos de alquilo. La reaccién proporciona los me=
jores rendimientos y menos reacciones secundarias en el caso
de que la alquilacién comprenda el desplazamiento de centros
carbonados primarios de alcbxidos de alcoholes primarios o
secundarios.'najp condiciones forzantes, los alcoholes reacciona-
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" mplecular, para dar bases de Mannich, es decir los compuestos de

rén con sales de arildiazonio para dar éteres arilicos.

He Alquilacidn de aminas

1. Las aminas se pueden reaccionar con haluros,
sulfatos o sulfonatos de alquilo para proporcionar la amina al-
quilada. La reaccibdn se puede controlar solamente con dificultad ;
vy resulta comln la adicibn de mis de un grupo alquilo al nitrd.-
geno; de este modo, el método es de un empleo particular para
la preparacién de aminas terciarias.

La reaccidn de aminas con epbdxidos para proporcio-
nar el amino-alcohol es la reaccidn general, pero resulita de }
més éxito con epdxidos que tienen un centro primario para el !
ataque. Bajo condiciones Forzantes, las aminas reaccionarén
con sales de arildiazonio para dar arilaminas.

2. Alquilacibn reductiva. Las aminas primarias reaccionan con

aldehidos y cetonas en solucidn alcohdlica para dar la base de
Schiff (imina). Estos intermediarios se pueden reducir, sin

aislamiento, por diversos reactivos, incluyendo borohidruro
sddico, &cido £érmico, zinc y &cido clorhidrico, y por reduccidn '
catalitica sobre niquel Raney.

Debe observarse que la alquilacibén reductiva de
otras funciones nitrogenadas resulta posible, en el caso de

que el grupo funcional sea inestable a la reduccidn por wn
]

reactivo anteriormente indicado, por ejemplo grupos nitro, nitro~
SO O aZ0e

‘nan con compuestos que contienen hidrdgenos activos, incluyendo

|
]
3. Formacidn de bases de Mannich, Las aminas alifiticas reaccio- !
i
}

aldehidos, cetomas, Acidos carboxflicos y ésteres, nitriles,

' nitrocompuestos y ciertos fenoles y compuestos bencilicos, en
o

p?esencia de formaldehido o de otros aldehidos de bajo peso '
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hidrbgeno activo, que han sido,aminometiladés en el punto del
hidrégeno activo. La reaccién tiene lugar normalmente en solu-
cibn acuosa o alcohblica en reflujo y puede ser catalizada con
icidos o bases,

I, Alquilacién de nuclebfilos sulfuiados
Los mercaptanes o mercaptidas alcalinas reaccionan

bien con haluros o sulfonatos de alquilo, sales de arildiazonio
y epdxidos para dar el sulfuro (tiodter)., Las condiciones para

la reaccidn son bastante similares a las empleadas para la for=-
macidn de é&teres (véase plrrafo G anterior) o aminas (véase pé-
Trafo Hels antgrior) a partir de estos electrdfilos,

El ehlace covalente entre el soporte y el producto
medicinal se forma por reaccidén del g:upo funcional del compo=-
nente 1 {componente activado; electrbfilo) con el grupo funcio-
nal del componmente 2 (nucledfilo). El producto medicinal o el
soporte puedé ser cualquiera de los componentes. En cada caso,
los grupos funcionales clave de ios dos componentes implicados
en la formacibn den enlace y la estructura del enlace final,
se 1ndican e identifican en la Tabla IV. Como norma general, se
prefieren los enlaces amida, éter y amina en términos de la es-
tabilidad en diversns ambientes operativos.

En czertos casos, y como anteriormente se ha indi-
cado, puede ser preferible interponer un brazo molecular entre
el material soporte y el prodncto medicinal. El brazo puede
ser cualquiera de los componentes 1 6 2. Por lo tanto, y des-
pubs de la reaccibn, el brazo se localiza entre el soporte y el
material biologicamente activo. Los brazos, qué se ejemplifican
a continuacidn, pueden formarse por las mismas reacciones utili-:
zadas para unir el soporte y el producto medicinal:




0 0
u 1]
a. -/«'-NH—C-—(CHQ)n-c~NH(cua) - u/-o
be = -NH—(CHa)n-/- m
. OH
co  =/=C-(CH,) /-,

de  =(CH,~CH,~0)=
0
Y}
e = -NHf-f‘JH-c-) -
R

en donde m, n, y 0 son al menos 1.
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TABLA IV
COMPONENTE '1 ESTRUCTURA DEL CQMPONEKTE 2
(COMPONENTE ACTIVADO: EBLECTROFILO) ENLACE Y NOMBRE (NUCLEOFILO)
R T . 0 R
Foilsacarides activados con bromu~ TR
»3 Ce clizudgeno r"@-— Q-«C =N -@ I-ﬂx"—-—-—-———-—-@
) Uretano o carbamato R
77N = @ HY ®
®\0/ = .
R
: ' N-H R :
®-0~-c W T
@-0-c-1-Q m— @
y Isourea ' R
,0 N 0
@\ O/C = NH ' ﬁ 2
M-0-c-0-@ mo @
Carbonato
()=0~-c=-0-@) HO ®
. k Iminocarbonato
soportes activados con acido
cianfirico -
- 7’
= R
@ o )‘ { B 0] N HO @
/ N - N {4
. \N-<cl g \ 0
-N-
2 ®
N,_.( -5~ R
( —-(2)
@ NR \ N - 4
\N v
cl Triazinas
N-_z(R

M
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TABLA IV (Continuacidn)
ESTRUCTURA DEL COMPONENTE 2
ENLACE Y NOMBRE (NUCLEOF1LO)

(COMPONENTE ACTIVADO: ELECTROFILO)

Esteres/anhidridos activos

co
-CO-O-N/ ]
N¢o
- €0 - N,
>
N-R
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TABLA IV  (Continuacibn)

ESTRUCTURA DEL

COMPONENTE 2

(COMPONERTE AGTLVALD: ELOCTRUFILO) — ENLACE Y NOMBRE ( NUCLEOFILO)
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TABLA IV  (Continuacibdn)
COMPONENTE 1 ESTRUCTURA DEL COMPONENTE 2
(COMPONENTE ACTIVADO; ELECTROFILO)  ENLACE Y NOMBRE (NUCLEOPFILO)
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TABLA IV  (Continuacidn)

COMPONENTE 1 ESTRUCTURA DEL COMPONENTE 2
‘COMPONENTE ACTIVADO: ELECTROFILO) ENLACE Y NOMBRE (NUCLEORILO)
Haluross de suifonila
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Desérita suficientemente la naturaleza del invento,
as? como la manera de realizarse en la préctica, debe hacerse
constar que las disposiciones anteriormente indicadas son sus=—
ceptibles de modificaciones de detalle en cuanto no alteren su
principio fundamental.
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REIVINDICACIONES

1.~ Procedimiento para producir une com
posicién entimicrobialmente activa, que no puede pasar a través
de la piel, membranas micosas o heridas de la piel 8 la circula
cldén sistémica, caracterizado porcue comprende hacer reaccionsr
a través de sustitueidn nucleofilica, un principio antimicro-
bial farmaceuticamente azctivo elegido del grupo consistente en
diaminas alifdticas, polimixinas, bacitracina, peniecilinas, de
rivados de peniecilina, cefzalosporinas, aminofenoles, fenoles
sustitufdos, antibidticos poliénicos, productos mercuriales
orgdnicos, antibidticos de vancomicina, befenio, diclorofeno y

hexilresorcinol; con un material soporte elegido del grupo con

sistente en polisacdridos naturales, polisacdridos modificados,
polipéptidos naturales, polipéptidos sintéticos, vidrio, vidril
que tiene grupos funcionales activos unidos al mismo, ¥ poli-j
neros sintéticos; para formar un enlace covalente entre el prin
cipio farmacéuticamente activo y el material soporte, cuyo enp}
lace es estable en todos los ambientes de utilizacidén proyecta-
dos. [

2.~ Procedimiento seguin la reivindicacidn 1, caracte
rizado porcue el enlace covalente formado por dicha reasccién
se elige del grupo consistente en enlaces amida, carbonato,
cérbamato, iminocarbonato, isourea, triazina, acilo, alquilo,
base de Mannich, sulfuro, sulfonamida, éster, amina y éter.

3.~ Procedimiento segun la reivindicacién 1, caracte
rizado porcue se interpone un brazo molecular entre/dicho prin
cipio antimicrobial activo y dicho soporte.

4= Procedimiento segin la reivindicacién 3, caracte-
rizado porque dicho brazo molecular se elige del grupo consis-

tente en:
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¥ sus combinaciones, en donde n, my o son al menos 1.
5.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1, caracte
rizado porgue el didmetro de dichas moldéculas soports es supe-—
rior a 50 micras aproximadamente.
6.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1, caractg|
i

e
rizado porque dichas moléculas soporie son coldgeno o polisucg

ridos seleccionados del grupo consistente en celunlosa, dextra—l
nos, agarosa, almidén, imulina, xilanos, magnanos, glucomagna-f
nos, galactanog, arabinogalactanos, goma ardbiga, gomas de plqé
tas y formas derivadas y modificadas por oxidacidn con peryo- ;
dato de cualquiera de los anteriores. :

T.~ Procedimiento segin la reivindicacidn 1, carac-

terizado porgue dichas moldéculas soporte son polimeros elegi~

dos del grupo consistente en poliacrilamidas, poliacrilatos,
poliestirenocs con grupos funcionales unidos, aleohol polivini-
lico, copolimero de polietileno~-anhidrido maldico, polivinilpi

rrolidona y polfmeros de condensacién, tales como polidsteres |

¥ poliamidas.
8.~ Procedimiento segUn la reivindicacidén 1, carac-

terizado porque dicho principio antimicrobial activo se elige
entre compuestos antimicrobiales que tienen moléeulas suficien

temente pequefias para permitir su paso a ftravés de la pilel,
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menbranas micosas 0 heridas de la piel Jy que causan efectos ﬁé|
xicos secundarios cuando se distribuyen dentro de la circula-
cidn sistémica.

9.~ Procedimiento segdn la reivindicecién 1, caracte
rizado porcue dicho principio activo antimicrobial es un com-
puesto que actda sobre o en las paredes celulares o membranas
del organismo contra el cual se dirige su actividad.

10,~- Procedimiento segin la reivindicacién 9, caractg
rizedo porgue dicho principio antimicrobial se elige del grupo
consistente en polimixines, bacitracina y antibiéticos poliéni
cos.

11l.- Procedimiento segdn la reivindicacién 1, carze-
terizzdo porque dichas moldeculas soporie son polisamcdridos na-
turales elegidos entre dextrano y celulosa.

12.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1, carac—

terizado porque dichas moléculas soporte se eligen entre poli-

sacdridos y dicho enlace covalente entre él principio antimi? i
crobial y el soporte se elige del grupo consistente en enlaces
anida, amina y éter. | 7

13.~ Procedimiento pare producir ana composicién an~-
timicrobialmente active, tal y como queds sustancialmente des-
crito en la presente Memoria. . '

Esta lemoria consta de 56 hojas escritas a mdauina
por una sols cara. A

Madrid, S? A g

PHARKACO,

/L_
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