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DESCRIPCION

Preparado hecho a base de una combinaciéon sinérgica de

polifenoles con actividad antibidtica

SECTOR DE LA TECNICA

La presente invencion se encuadra en el sector de los compuestos de origen vegetal
con actividad antibiética frente a cepas de bacterias, especiaimente frente a cepas
resistentes a antibiéticos. Mas concretamente recoge la combinacion de compuestos

puros con actividad sinérgica como nuevos antibiéticos.
ESTADO DE LA TECNICA

A lo largo de las nltimas décadas, la aparicion de nuevos compuestos o combinaciones de
compuestos con actividad antibidtica que finalmente llegan a la clinica ha sufrido un claro
estancamiento. En paralelo, la aparicién de cepas de bacterias resistentes a los tratamientos
antibidticos convencionales ha sufrido un claro y continuo repunte, tanto para las bacterias Gram
positivas como para las Gram negativas. Esta situacion constituye por lo tanto una problemaética
de dificil solucion y de especial relevancia clinica, que s6lo puede ser resuelta con la aparicién
de nuevas terapias basadas en el uso de compuestos nuevos o bien en la combinacion inteligente

de los ya existentes, bien entre si, bien con otros de nueva aparicion.

Los datos en Europa segln el informe “Antimicrobial resistance surveillance in Europe 2012”
[1], dentro del aumento general de las cepas resistentes a antibidticos, éste es especialmente

importante en el caso de las bacterias Gram negativas.

Pseudomonas aeruginosa es un ejemplo de microorganismo Gram negativo, intrinsecamente
resistente a la mayoria de agentes antibidticos, debido a su habilidad de excluir/expulsar los
farmacos desde su interior, evitando asi que se acumulen y ejerzan su efecto farmacoldgico.
Entre los antibidticos que siguen siendo activos frente a este microorganismo, estin las
fluoroquinolonas (ej: ciprofloxacino y levofloxacino), pero aun asi, el porcentaje de resistencias

a éstas, esta en claro crecimiento [1].

La situacion es similar con los microorganismos Gram positivos. Si tomamos como ejemplo el
Staphylococcus aureus, podemos ver como las estadisticas también muestran un claro aumento
en el namero de aislados clinicos resistentes a los antibidticos comGnmente usado en clinica [1].

El caso del S. aureus es especialmente relevante, ya que su forma resistente a meticilina,
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conocida como MRSA (meticillin resistant S. aureus) es el principal causante de infecciones
resistentes a antibioticos en todo el mundo y uno de los principales agentes infecciosos
nosocomiales. La aparicion de cepas MRSA en hospitales esta asociada serios problemas de
salud publica en los mismos, obligando a medidas excepcionales que provocan un aumento del
gasto sanitario muy importante. Segun informes de la Agencia Europea del Medicamento
(EMA), el gasto sanitario adicional provocado por los microorganismos resistentes a antibidticos
excede el billon y medio de euros en Europa (Unién Europea mas Noruega e Islandia), [2]. Asi
mismo, la infeccion de pacientes por MRSA esta asociado con un aumento de la estancia

hospitalaria y de la mortalidad estadisticamente significativo [1].

Existen informes técnicos de la EMA y del Centro Europeo para la Prevencion y Control de
Enfermedades (ECDC) que reconocen este claro problema relacionado con las resistencias y
alientan a aumentar el esfuerzo para disminuir la distancia entre la actividad de los nuevos

antibidticos y la supervivencia/resistencia de estas cepas bacterianas [2].

Por lo tanto, la situacion actual precisa de nuevas formulaciones que permitan mejorar los

tratamientos existentes hoy por hoy. Es aqui en donde ahonda la presente invencion.

El campo de investigacion de nuevos agentes antibidticos, a pesar del problema anteriormente
presentado, esta sin embargo en una situacion de escasa productividad. Si se observa la aparicion
de las diferentes familias de antibidticos en el tiempo (figura 1, extraida de [2]). Se puede ver
como la gran mayoria de familias fueron descubiertas en el siglo pasado y que aunque a
comienzos del siglo XXI hubo un nuevo empuje con la aparicion de los lipopéptidos y las
oxazolidinonas, hay un hueco de casi 30 afios vacio, sin resultados. En aquel momento, el
problema de las resistencias no estaba tan candente como en la actualidad y no habia necesidad
de seguir investigando en este campo, lo que habia funcionaba y por lo tanto la industria y la
investigacion tomaron otros rumbos de trabajo. Ese tiempo sin resultados, junto con la evolucién
de las diferentes cepas bacterianas y el mal uso de los antibidticos existentes es lo que nos ha
llevado a la situacion actual de necesidad de nuevos antibidticos que palien el problema de las

resistencias.

Llegados a este punto, surge la necesidad perentoria de encontrar nuevos compuestos y/o
estrategias de trabajo que permitan mejorar los tratamientos actuales. Para la busqueda de
nuevos compuestos, el reino vegetal constituye una fuente casi ilimitada de nuevas moléculas
bioactivas. Las plantas tienen un metabolismo secundario muy desarrollado y muchas de las
moléculas que sintetizan tienen actividades bioldgicas diversas, entre ellas la antimicrobiana.

Muchos son los ejemplo de moléculas de origen vegetal que han demostrado su actividad
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antimicrobiana, valgan estas revisiones como mero ejemplo de la cantidad de estudios cientificos
que versan sobre este tema [3-5]. Sin embargo, aunque la bibliografia es muy extensa, el uso de
plantas como agentes antibacterianos, todavia queda muy distante de la clinica y estd mas
relacionado con la etnofarmacologia y la etnomedicina. Este hecho es debido fundamentalmente
a la falta de estudios clinicos con humanos de los preparados obtenidos, a la escasa actividad in
vivo de los productos, o a la falta de estrategias de uso, bien desde un punto de vista galénico o

bien desde un punto de vista meramente farmacolégico.

Sin embargo, no cabe duda de que las plantas son hoy por hoy la principal fuente de moléculas
bioactivas de que disponemos y que por lo tanto, la clave es encontrar aquellas moléculas mas
interesantes y saber combinarlas de la manera adecuada. En este sentido, el uso de compuestos
que tengan una actividad antibidtica sinérgica entre si o con otros antibiéticos ya existentes, es
sin duda alguna una de las estrategias mas prometedoras [6, 7]. La sinergia es la propiedad que
poseen determinadas mezclas en las cuales, la actividad de la mezcla es mayor que la suma de
las actividades de sus componentes por separado. Las mezclas sinérgicas no son nuevas en el
campo del desarrollo de nuevos antibiéticos, de hecho, una de las mezclas de farmacos con
actividad sinérgica mas famosa es la combinacion de betalactimicos (penicilinas) con acido
clavulanico (un inhibidor de las betalactamasas). Otro ejemplo de mezclas de antibidticos
sinérgicas es el clotrimoxazol, que es el nombre con el que se conoce la mezcla de
sulfametoxazol con la trimetroprima, ambos pertenecientes a los inhibidores de la sintesis del
folato. La clave por lo tanto, es la eleccion de las moléculas correctas y de la proporcion
adecuada para maximizar la actividad a la vez que se minimizan los efectos secundarios que del
tratamiento se pudieran derivar. La sinergia entre compuestos de origen natural ha demostrado
su relevancia en otros campos de estudio como la prevencion de la obesidad y enfermedades

relacionadas [8] y en la lucha contra el cancer [9]

Para el estudio de la sinergia entre compuestos, existen diferentes técnicas, desde el estudio de
los halos de inhibicion del crecimiento (figura 2) en cultivos de bacterias en placas con el medio
de crecimiento adecuado, al uso del método del isobolol (figura 3, descrito en [7] y [10]) . La
gran mayoria de estos métodos son cualitativos o semicuantitativos, pero existe uno que es
totalmente cuantitativo y que permite la comparacién entre las diferentes mezclas que es el FICI
(Fractional Inhibitory Concentration Index), descrito por el European Committee for
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) de la European Society of Clinical
Microbiology and Infectious Diseases (ESCMID) [10]. Este método, ademas de otorgar un valor
numérico que puede compararse con las tabla al uso reconocidas por organismos oficiales (tabla

1, extraida de [10]), tal y como se ha dicho, permite comparar la actividad sinérgica de diferentes
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muestras. En este sentido, cuando dos mezclas se comparan, la sinergia entre sus componentes

es tanto mayor cuanto menor es el valor de FICI, y eso se puede conseguir de dos maneras:

1.

Mezclando diferentes compuestos.

2. Mezclando compuestos en diferentes proporciones.

En cualquiera de los dos casos, se puede llegar a una condicion ideal en la cual dos o més

compuestos concretos, mezclados en unas proporciones concretas, tengan una actividad

sinérgica maxima y por lo tanto, la actividad antibiética sea maxima para una dosis dada.

indice | Sinergia | Aditividad | Indiferencia | Antagonismo

FICI <0.5 >0.5-1 >la<2 >2

Tabla 1: valores proporcionados por EUCAST para el indice FICI
en funcion del tipo de interaccion existente entre los componentes

de una mezcla concreta.

Existen datos previos de la actividad individual de los compuestos recogidos en la presente

invencién como antibidticos/antimicrobianos, pudiéndose encontrar referencias sobre el 4cido

elagico [11-14], la quercetina [5, 14-16], la miricetina [14, 17, 18], el kaempferol [14, 19-21] y

las punicalaginas [14, 22-25], siendo éstas una seleccion las referencias més significativas para

cada compuesto.

Dentro del campo de las patentes, existen ejemplos de patentes basadas en compuestos puros y/o

extractos vegetales que reivindican una actividad antibi6tica. Algunos ejemplos relevantes son

los siguientes:

Dentro de las patentes que reivindican la actividad antibidtica/antimicrobiana de
extractos vegetales encontramos muchos géneros, como por ejemplo, el género Cistus
(patentes WO02011032707, W02010125171, DE102009011152, DE202006004872,
US2011244041, RU2138279 y ES2373184(B1)) y el género Citrus (patentes
KR101106053(B1), WO2012US71451 20121221, JP20080302618 20081127,
KR20080082257 20080822). Ya hablando de especies concretas, podemos encontrar
mucha informacién sobre la hoja de loto y Eriobotrya japdnica (patente
KR20110108483 20111024), la wuva (patentes US201213348751 20120112,
KR20030006028 20030123 y KR20110015712 20110222), el pino (KR20110133187
20111212), la Scutellariae radix (patentes KR20110061274 20110623 vy
KR20090082241 20090902), la Indigofera tinctoria (patente KR20110025466
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20110322), la hoja de té (patentes KR20090015249 20090224, JP20080302618
20081127, KR20030024658 20030418, KR20020028116 20020521), el romero y el
ajo (patentes JP20050262021, WO2012US7145 y US201113197131).

o De manera complementaria a la actividad antibi6tica/antimicrobiana, hay que
destacar que existen numerosas patentes que reclaman la actividad
antimicrobiana como conservante de alimentos y alimentos funcionales,
algunos ejemplos son el extracto de Rosa rugosa (patente KR20110131931
20111209), de hoja de arce y Pinus thunbergii, (patente KR20110104330
20111012) y Siegesbeckia glabrescens (patente KR20100080575 20100820).

* En cuanto a los compuestos puros, podemos destacar las que recogen la actividad
antimicrobiana de kaempferol (patente KR20070095740 20070920) y quercetina
(patentes KR20050022885 20050318, CN20091162376 20090814 y KR20090111021
20091117)

Existen trabajos que muestran actividad antimicrobiana/antibidtica sinérgica de compuestos
entre si (terpenos, flavonoides y acidos fenolicos) frente a diferentes cepas bacterianas [5, 26-
28]. También hay datos previos de la sinergia entre diferentes extractos, o lo que es lo mismo,
entre extractos de diferente origen vegetal. Entre dichas fuentes vegetales se encuentran el
granado (Punica granatum), el tomillo (Thymus vulgaris), la mirra (Commiphora molmol) y
otras menos conocidas como Achillea fragrantissima, Salvia chamelaeagnea y Leonotis.

leonurus [29, 30].

Sin embargo, los trabajos sobre la actividad antibidtica/antimicrobiana en los que las mezclas
estén basadas en dos o mas compuestos de origen exclusivamente polifendlico son casi
inexistentes [28]. La gran mayoria de trabajos versan sobre mezclas de un polifenol con otro tipo
de compuestos [5, 26, 27], o entre varios extractos de origen vegetal. También hay ejemplos de
combinaciones sinérgicas entre extractos de origen vegetal y antibidticos obteniendo como
resultado, bien un aumento de la actividad, o bien la disminucién de la resistencia a dichos
antibidticos en el caso de que ésta existiera. [29, 31-37]. Pero, en ningln caso, existe constancia
previa de la mezcla de los compuestos previstos en la presente invencién ni entre ellos, ni entre
sus mezclas y ningln antibidtico conocido. No existe, ninglin trabajo cientifico ni patente que
hable de la mezcla de los compuestos que en esta invencién se proponen, y menos alin, de que
esa mezcla sea hecha con el fin de producirse una interaccion sinérgica entre los mismos

integrantes de la mezcla.
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Ademas, hay que concluir de la revisién del estado del arte que a pesar de los resultados
obtenidos, hasta el momento, ninguno de los compuestos de origen vegetal (ni ninglin extracto)
ha llegado a la practica clinica diaria y los resultados han quedado en etapas que, como mucho,
llegan a la fase preclinica o a pequefios ensayos piloto. Por ello, la necesidad de nuevos enfoques
y/o compuestos sigue plenamente vigente y el problema clinico del aumento de la resistencias no

hace sino crecer de manera continua.

Por lo tanto, la novedad de la presente invencién radica en la eleccién de unos compuestos
concretos, y en su mezcla en unas proporciones determinadas, que son capaces de proporcionar
una actividad antibidtica/antimicrobiana sinérgica o bien son capaces de reducir la resistencia a

los tratamientos antibiéticos conocidos.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencién resuelve los problemas planteados mediante el uso de
compuestos puros, combinados de manera especifica y en las proporciones
adecuadas, presentan actividad antibiética sinérgica. Se seleccionan los compuestos
entre una amplia bateria de compuestos de origen natural y la mezcla de los mismos
en las proporciones que dan como resultado una actividad sinérgica maxima como

antibioticos.

La seleccion de los compuestos se ha llevado teniendo en cuenta tres aspectos
primordiales:
1.- Los datos previos de actividad antibiética de los compuestos
2.- La actividad sinérgica entre ellos.
3.- La fuente de obtencion de los mismos, es decir la materia prima vegetal de
la cual pueden aislarse de manera pura o bien la posibilidad de obtenerlos

mediante sintesis quimica

Teniendo en cuenta estos preceptos, los compuestos seleccionados dentro de la
presente invencion son los siguientes:

1.- Acido elagico.

2.- Elagitaninos, en concreto, la punicalina, la punicalagina y la punicalagina

galato.
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3.- Flavonoles, en concreto la quercetina, miricetina y kaempferol, tanto en su
forma glicosilada, independientemente del azicar que forme parte de la

estructura final, como en su forma aglicona.

La presente invencion recoge la combinacién de dos o mas de los compuestos,
mezclados en proporciones en las que al menos uno de ellos esté entre el 10 y el 90%
en peso. Estas proporciones aseguran que ninguno de los compuestos estara

presente en forma pura.

Las mezclas asi obtenidas tienen una actividad antimicrobiana/antibiética sinérgica, es
decir, mayor que la suma de la actividad de sus compuestos por separado. Los
autores han comprobado que dichas mezclas presentan actividad antibiética sinérgica,

mediante el calculo del indice FIC o FICI, descrito anteriormente.

El origen o fuente de la los compuestos puros puede ser de origen vegetal, pudiendo
ser ésta muy variable, ya que son compuestos ampliamente distribuidos en el reino
vegetal por ser metabolitos secundarios comunes en las plantas. Pero también pueden
ser obtenidos mediante sintesis quimica. A modo de ejemplo, se recoge a
continuacion una lista de las principales fuentes vegetales de dichos compuestos:
1.- Acido elagico: granado (Punica granatum) y plantas del género Cistus.
2.- Elagitaninos (punicalagina y punicalagina galato): plantas del género Cistus
y granado (Punica granatum).
3.- Flavonoles y flavonoles glicosilados:
a).- Miricetina y sus derivados glicosilados: plantas de los géneros
Cistus, uva (Vitis vinifera) y arandano rojo (Vaccinium macrocarpon).
b).- Quercetina, kemferol y sus derivados glicosilados: cebolla (Allium
cepa), lechuga (Lactuca sativa), endivia (Cichorum endivia), manzana
(Malus domestica), brocoli (Brassica oleracea) y almendra (Prunus

dulcis).

Asi mismo, y dado que los compuestos de origen natural presentan en muchos casos
sinergia con los antibiéticos ya disponibles, la presente invencién también recoge la
posible combinacién de dichos compuestos en las proporciones sinérgicas citadas,

con antibiéticos de cualquier familia con el fin de:
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1.- Aumentar la actividad de la mezcla mediante la sinergia entre los
compuestos y el antibidtico y por consiguiente reducir la dosificacion de la
mezcla.

2.- Disminuir, a través de la accién sinérgica de los compuestos naturales, la

resistencia al antibiético por parte del microorganismo.

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figura 1: Muestra la fecha de descubrimiento de las diferentes familias de antibiéticos
teniendo los acrénimos los siguientes significados: SUL (sulfamidas), AMI
(aminoglucésidos), BET (betalactamicos), CLO (cloranfenicol), TET (tetraciclinas),
MAC (macrolidos), GLI (glicopéptidos), STR (estreptomicina), QUI (quinolonas), LIN
(lincosamidas), TRI (trimetropin), LIP (lipopéptidos) y OXA (oxazolidndionas).

Figura 2: muestra imagenes de placas de cultivo bacteriano en el que se aprecian los
diferentes comportamientos de interaccion entre compuestos con actividad antibiética,

incluyendo la sinergia (S), la indiferencia () y el antagonismo (A).

Figura 3: muestra una representacion grafica del método del isobololm para
determinar el comportamiento antagonista (Ant), el comportamiento aditivo (Adi) y el

comportamiento sinérgico (Sin).

Figura 4. muestra la estructura quimica de los principales compuestos quimicos
fendlicos que son objeto de esta invencién: quercetina glucésido (A), miricetina (B),

punicalagina (C) y acido elagico (D).

MODO DE REALIZACION PREFERENTE

A continuacion se muestran algunos ejemplos sobre como se lleva concretamente a la
practica la invencién, describiendo la actividad sinérgica de los compuestos fendélicos
en el control de cepas de Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa, que
ilustran la descripcién de la invencion aunque no pretenden ser limitativos de su

alcance:
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EJEMPLO 1: actividad antimicrobiana sinérgica de una mezcla de éacido eldgico y
quercetina glucosido

Se parti6 de la mezcla de dos compuestos puros, en este caso acido elagico y la
quercetina glucésido, mezclados en una proporcion en la que el acido elagico supone
el 12,5% en peso de la mezcla y la quercetina glucésido el 87,5%. La actividad
antimicrobiana de dicha mezcla fue probada utilizando el método descrito por Tomas-
Menor, L., et al., (2013) en el articulo “ Correlation between the antibacterial activity
and the composition of extracts derived from various Spanish Cistus species”. Se
utilizé una cepa control de S. aureus (cepa CECT) obtenida de la Coleccién Espariola
de Cultivos Tipo de la Universitat de Valencia. Se determiné el valor de MIC50 tanto
para la mezcla como para los compuestos puros, y a partir de los mismos se calcul6 el
valor del FICI. Dichos resultados se muestran a continuacion:

. MIC50 (&cido elagico puro)= 12.35+4.29 ug/mL

. MIC50 (quercetina glucésido pura)= 14.37+4.10 ug/mL
. MIC50 (mezcla)= 2.71£0.73 pg/mL
. FICI (mezcla)= 0.21 - sinergia (segun tabla 1).

Por lo tanto, la mezcla de los compuestos en las citadas proporciones, reduce el valor
del MIC50 en un orden de magnitud cuando se compara con el de los compuestos
puros y proporciona un valor de FIClI que entra dentro de los valores que, segun

EUCAST, se considera como interaccion sinérgica.

EJEMPLO 2: actividad antimicrobiana sinérgica de una mezcla de acido elagico y
punicalagina

Se partié de la mezcla de dos compuestos puros, en este caso acido elagico y la
punicalagina, mezclados en una proporcion en la que el acido elagico supone el 25%
en peso de la mezcla y |a punicalagina el 75%. La actividad antimicrobiana de dicha
mezcla fue probada utilizando el método descrito en el ejemplo anterior frente a la
misma cepa control de S. aureus (cepa CECT). Se determiné el valor de MIC50 tanto
para la mezcla como para los compuestos puros, y a partir de los mismos se calculé el
valor del FICI. Dichos resultados se muestran a continuacion:

. MIC50 (4cido elagico puro)= 12.3514.29 ug/mL

. MIC50 (punicalagina pura)=42.111+9.33 ug/mL

. MIC50 (mezcla)= 1.1610.49 pg/mL

. FICI (mezcla)= 0.08 - sinergia (segun tabla 1).

10
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Por lo tanto, la mezcla de los compuestos en las citadas proporciones, reduce el valor
del MIC50 en mas de un orden de magnitud cuando se compara con el de los
compuestos puros y proporciona un valor de FICI que entra dentro de los valores que,

segun EUCAST, se considera como interaccion sinérgica.

EJEMPLO 3: actividad antimicrobiana sinérgica de una mezcla de quercetina y
miricetina

Se parti6 de la mezcla de dos compuestos puros, en este caso quercetina glucésido y
la miricetina, mezclados en una proporcion en la que la quercetina glucésido supone el
75% en peso de la mezcla y la miricetina el 25%. La actividad antimicrobiana de dicha
mezcla fue probada utilizando el método descrito en los dos ejemplos anteriores y con
la misma cepa control de S. aureus obtenida de la Coleccién Espariola de Cultivos
Tipo de la Universitat de Valencia. Se determiné el valor de MIC50 tanto para la
mezcla como para los compuestos puros, y a partir de los mismos se calculé el valor

del FICI. Dichos resultados se muestran a continuacion:

. MICS50 (querceina glucésido pura)= 14.37+4.10 pug/mL
. MIC50 (miricetina pura)= 15.76+3.41 ug/mL

. MIC50 (mezcla)= 6.031+4.14 ug/mL

. FICI (mezcla)= 0.41 - sinergia (segun tabla 1).

Por lo tanto, la mezcla de los compuestos en las citadas proporciones, reduce el valor
del MIC50 en un orden de magnitud cuando se compara con el de los compuestos
puros y proporciona un valor de FICI que entra dentro de los valores que, segun

EUCAST, se considera como interaccion sinérgica.

EJEMPLO 4

Se parti6 de la mezcla de dos compuestos puros, en este caso miricetina y la
punicalagina, mezclados en una proporcion en la que la miricetina supone el 25% en
peso de la mezcla y la punicalagina el 75%. La actividad antimicrobiana de dicha
mezcla fue probada usando el mismo procedimiento descrito en los ejemplos
anteriores y con la misma cepa S. aureus (cepa CECT). Se determiné el valor de
MICS0 tanto para la mezcla como para los compuestos puros,y a partir de los mismos
se calculé el valor del FICI. Dichos resultados se muestran a continuacion:

. MICS0 (miricetina pura)= 15.76+3.41 ug/mL

. MIC50 (punicalagina pura)= 42.11+9.33 ug/mL

. MICS50 (mezcla)= 6.06+0.58 pg/mL
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. FICI (mezcla)= 0.17 = sinergia.

Por lo tanto, la mezcla de los compuestos en las citadas proporciones, reduce el valor
del MIC50 en un orden de magnitud cuando se compara con el de los compuestos
puros y proporciona un valor de FICI que entra dentro de los valores que, segun

EUCAST (tabla 1), se considera como interaccién sinérgica.

EJEMPLO 5

Se parti6 de una mezcla de los compuestos acido elagico con punicalagina mezclados
en una proporcion en la que el acido elagico supone el 25% en peso de la mezcla y la
punicalagina el 75%. Dicha mezcla se prob6 a tres concentraciones diferentes (100,
500 y 1000 pg/mL) en un panel de cepas microbianas obtenidas de pacientes
hospitalarios humanos infectados: Dicho panel consistié en 52 cepas de S. aureus, de
las cuales 29 (56% del total) resultaron ser resistentes a meticilina (SAMR) y 61 cepas
de P. aeruginosa, de las cuales 20 (33% del total) eran resistentes a carbapemenes y
12 resistentes a quinolonas (20% del total). Los resultados de este ensayo de
actividad in vivo de la mezcla se muestran en la siguiente tabla, en donde S indica
que el 100% de las cepas fueron sensibles al tratamiento, | que el tratamiento tuvo un
efecto intermedio y R que el 100% de las cepas probadas fueron resistentes al

tratamiento.

:Concentraciéon de la mezcla S. aureus P. aeruginosa
1000 pg/mL S S
500 pg/mL | l
100 pg/mL R R

De este ejemplo se deduce que las mezclas descritas en la presente invencién son
capaces de funcionar in vivo frente a microorganismos Gram positivos y negativos,

tanto sensibles como resistentes a los tratamientos antibi6ticos convencionales.

EJEMPLO 6

Se parti6 de la mezcla descrita en el ejemplo 5 y se realiz6é un ensayo en el cual, dicha
mezcla se afiadié a diferentes concentraciones a un tratamiento basado en cloxacilina
(CLOX). La combinacién de la mezcla de compuestos y el antibidtico, se prob6 en un
panel de 15 cepas de S. aureus resistentes a meticilina obteniéndose los siguientes

resultados:
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~Concentracién | CLOX.
CLOX (ug/imL) | i
o | mez ag/mL.) ig/mL
128 100%S 1VOO%S 100% S 100% S 100% S
64 100% S 100% S 100% S 100% S 100% S
32 60%S 100% S 100% S 100% S 100% S
40%R
16 60%S 20% R 100% S 100 % S 100% S
40%R 40% |
40% S
8 30%S 40% R 100% S 100% S 100% S
70% R 20% |
40% S
4 30%S 60% R 60% R 100% S 100% S
70% R 20% | 20% |
20% S 20% S
2 30% | 75% R 75% R 100% S 100% S
70% R 25% | 25% 1
1 30% | 80% R 70% R 100% S 100% S
70% R 20% | 30% |
0.5 100% R 86% R 86% R 25% R 100 % S
14% | 14% | 75% S
0.25 100% R 100% R 100% R 25% R 100% S
75% S
0.125 100% R 100% R 100% R 25% R 100% S
75% S
0.06 100% R 100% R 100% R 75% R 100% S
25% S

En la tabla anterior se puede apreciar como en ausencia del extracto, todas las cepas
probadas son resistentes al antibiético hasta llegar a una concentraciéon del mismo de
64 ug/mL. Cuando se afiade al ensayo una concentracion de la mezcla de 50 ug/mL,
las bacterias que antes eran resistentes hasta 64, ahora lo son sélo hasta 32 ug/mL.
Se puede observar en la tabla como conforme la concentracién de la mezcla aumenta,
la resistencia de las bacterias disminuye hasta practicamente desaparecer en
presencia de 400 ug/mL de la mezcla, concentracion en la cual, la presencia conjunta
de 0,06 pg/mL de cloxacilina es suficiente para matar el 100% de las cepas resistentes

probadas.
Ademas, de conseguir esta disminucién de la resistencia, este ensayo pone de

manifiesto la sinergia entre la propia mezcla y el antibiético ya que la unién de ambos

componentes, proporciona un resultado mejor que cualquiera de los dos por separado.

EJEMPLO 7
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Se parti6 de un kg de la planta Cistus salviifolius de la cual se descartaron las partes
mas lefiosas quedandose finalmente con 700 g de la misma. Dicha cantidad fue
sometida a una extraccion hidroalcoholica con una cantidad de 3,6L de una mezcla
agua:etanol (15% agua y 85% etanol). Se incubé durante 4 horas a una temperatura
de 40°C y posteriormente se tamizé y filtr6 para eliminar los restos de planta. El
producto liquido final filtrado se sec6 mediante el uso de un secador por nebulacion
obteniéndose un extracto en seco cuyos componentes mayoritarios fueron la
punicalagina y la miricetina. La cuantificacion por HPLC de los mismos demostrdé que
ambos compuestos estaban presentes en una proporcion en peso que suponia un
35% en peso de punicalaginas y un 25% en peso de miricetina (proporciones incluidas
y descritas en la presente invencion). Dicho extracto se prob6 en un ensayo como el
descrito en los ejemplos del 1 al 4 obteniéndose los siguientes valores:

. MIC50 (miricetina pura)= 15.76+3.41 ug/mL

. MIC50 (punicalagina pura)= 42.114+9.33 ug/mL
. MIC50 (extracto)= 5.83+1.79 pug/mL
. FICI (mezcla)= 0.19 - sinergia (segun tabla 1).

De nuevo se demostré que las mezclas descritas, independientemente de si son
obtenidas como mezcla de compuestos puros, u obtenidas mediante la mezcla de uno

0 mas extractos, tienen actividad antimicrobiana/antibiética sinérgica.

Para facilitar la compresién de la invencion y el alcance de la misma, a continuacion se
describen una serie de ejemplos que describen las diversas combinaciones sinérgicas
y su utilizacion. Se describen las aplicaciones practicas de la presente invencion,sin
prejuicio del desarrollo de otros ejemplos diferentes de los aqui presentados pero que
quedarian recogidos/protegidos dentro de las reivindicaciones de la presente

invencion.

EJEMPLO 8: prevenciéon de la colonizacion de quemaduras por S. aureus y P.
aeruginosa en grandes quemados.

Uno de los principales problemas asociados a los grandes quemados es la infeccion
por estos dos tipos de microorganismos. Esta infeccién agrava significativamente su
prondstico y es una de las principales causas de muerte en este tipo de enfermos,
especialmente cuando la infeccion es por cepas resistentes a los antibidticos. Dada la
actividad antibiética sinérgica de las mezclas recogidas en la presente invencion la

utilizacién de una mezcla de los compuestos quercetina 3-glucésido y punicalagina, en
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una proporcién en peso del 12,5% de la primera y 87,5% de la segunda y con una
concentracién final en el gel de 1 mg/mL, incluida en un gel hidréfilo de carbopol como
forma farmacéutica, evita la infeccion al ser administradas de manera topica a los

pacientes.

EJEMPLO 9: prevencion de infecciones en pacientes entubados en UCIs.

Uno de los principales problemas de los enfermos ingresados en la Unidades de
Cuidados Intensivos (UCls), es la infeccién por microorganismos resistentes a
antibidticos. A modo de ejemplo sirva que la mortalidad en pacientes ingresados en
una UCI si son infectados por P. aeruginosa resistente a antibioticos, es del 50%
debido a dicha infeccion. Una de las vias de entrada de la infeccion es la a través de
tubos usados para la respiracién asistida y/o catéteres que se utilizan para la
administraciéon de la medicacién. Esta via de entrada se podria minimizar mediante la
impregnacién y/o lavado de los tubos y catéteres con una solucién de la mezcla
miricetina y punicalagina en una proporcion en peso del 25% de la primera 'y 75% de
la segunda a una concentracion de 1 mg/mL, la cual ha demostrado inhibir el 100% de
las cepas de P. aeruginosa probadas, independientemente de si son o no resistentes a

los antibiéticos habituales.

EJEMPLO 10: prevencion de infeccion de pacientes tras recibir una protesis o
cualquier otro dispositivo plastico.

Otro ejemplo con gran relevancia clinica es la prevencion de la infeccién por S. aureus
y P. aeruginosa de enfermos a los que les ha sido implantada una proétesis. El lavado
y/o impregnacién de la misma con una solucién de la mezcla entre acido elagico y la
quercetina 3-glucésido en una proporcién en peso del 12,5% del primero y un 87,5%
de la segunda a una concentraciéon de 1 mg/mL, la cual ha demostrado inhibir el 100%
de las cepas de P. aeruginosa y S. aureus probadas, independientemente de si son o
no resistentes a los antibiéticos habituales, conseguiria evitar el 100% de estas
infecciones segun los datos obtenidos por los autores en cepas de dichos
microorganismos obtenidos de pacientes infectados como se detalla en apartados

anteriores.
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EJEMPLO 11: prevencién de la infeccion por s. Aureus y p. Aeruginosa en pacientes
con fibrosis quistica.

La fibrosis quistica es una grave enfermedad respiratoria relacionada con factores
geneticos y que es especialmente relevante en la poblacién infantil. En la actualidad
no existe tratamiento curativo para la enfermedad, pero ademas de los sintomas
respiratorios, ésta estd asociada con la infeccién oportunista de microorganismos,
especialmente de los géneros Pseudomonas o Staphylococcus. Para evitar dicha
infeccion oportunista, una de las posibles aplicaciones de la presente invenciéon es un
spray de aplicacién nasal y/o bucal con una solucién de la mezcla &cido elagico con
punicalagina en una proporcion en peso del 75 % del primero y 25% de la segunda a a
una concentracién final de 1 mg/mL. Dicha concentracién conseguiria prevenir la
infeccion oportunista de estos microorganismos, mejorando significativamente el

pronostico y calidad de vida de los enfermos con esta enfermedad.
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REIVINDICACIONES

1. Composicion hecha a base de una combinacién sinérgica de polifenoles con
actividad antibidtica eficaz frente a cepas de bacterias resistentes a antibidticos
caracterizada porque comprende al menos 2 los siguientes compuestos puros: acido
elagico, punicalagina, quercetina y miricetina, mezclados en las proporciones, en las
que al menos uno de ellos, esté en un porcentaje de entre el 10 y el 90% en peso.

2. Composicidon segun la reivindicacion 1 caracterizada porque las
combinaciones binarias comprenden preferiblemente: quercetina 3-glucésido y
punicalagina o punicalina; miricetina y punicalagina o punicalina; acido elagico y

quercetina 3-glucoésido.

3. Composicidon segun la reivindicaciones 1 y 2 caracterizada porque las
combinaciones comprenden alguno de los compuestos descritos y el otro es un

elagitanino.

4. Composicién segun las reivindicaciones 1, 2 y 3 caracterizada porque los

compuestos pueden estar en forma glicosilada o no.

5. Composicién segun las reivindicaciones 1 a 4 caracterizada porque la
preparacion ademas comprende un antibidtico eficaz frente a los microorganismos

sobre los que se aplique, disminuyendo su resistencia e incrementado su eficacia.

6. Composicién hecha a base de una combinacion sinérgica de polifenoles con
actividad antibiética, segun la reivindicacion 1, caracterizado por estar compuesto de
quercetina 3-glucosido y punicalagina, en una proporcién en peso del 12,5% de la

primera y 87,5% de la segunda.

7. Uso de la composicion segun la reivindicacién 6 caracterizada por ser eficaz
para el tratamiento topico en grandes quemados para prevencion de la colonizacion de

quemaduras por S. aureus y P. aeruginosa.

8. Preparado hecho a base de una combinacion sinérgica de polifenoles con

actividad antibiética, segun la reivindicacion 1, caracterizado por, estar compuesto de
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una solucion de la mezcla miricetina y punicalagina en una proporcién en peso del

25% de la primera y 75% de la segunda.

9. Uso de una composicion segin la reivindicacion 8 caracterizada por ser eficaz
para la inhibicion de P. aeruginosa para su empleo en tubos usados para la
respiracion asistida y/o catéteres en pacientes ingresados en UCls.

10. Preparado hecho a base de una combinacion sinérgica de polifenoles con
actividad antibiética, segun la reivindicacion 1, caracterizado por, estar compuesto de
una soluciéon de la mezcla de &cido elagico y la quercetina 3-glucésido en una

proporcion en peso del 12,5% del primero y un 87,5% de la segunda.
1. Uso de una composicién segln la reivindicacion 10 caracterizada por ser
eficaz para inhibir cepas de P. aeruginosa y S. aureus evitando la infeccién de

pacientes tras recibir una proétesis o cualquier otro dispositivo plastico.

12. Uso del preparado que comprende una composicion segun las reivindicaciones

1 a 6 caracterizado por estar destinado a fines de higiene y/o limpieza.

13. Uso del preparado que comprende una composicion segun las reivindicaciones
1 a 6 caracterizado por estar destinado a su uso con fines cosméticos.

14. Uso del preparado que comprende una composicién segin las reivindicaciones

1 a 6 caracterizado por estar destinado a su uso como antiséptico.

15. Uso del preparado que comprende una composicion segin las reivindicaciones
1 a 6 caracterizado por estar destinado a su uso como antibiotico.
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P: publicado entre la fecha de prioridad y la de presentacién

E: documento anterior, pero publicado después de la fecha

El

presente informe ha sido realizado

para todas las reivindicaciones O para las reivindicaciones n°:

Fecha de realizaciéon del informe Examinador

29.05.2015 M. A. Garcia Coca
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INFORME DEL ESTADO DE LA TECNICA NC de solicitud: 201301181

CLASIFICACION OBJETO DE LA SOLICITUD

A61K31/355 (2006.01)
A61P17/02 (2006.01)
A61P31/04 (2006.01)

Documentacion minima buscada (sistema de clasificacion seguido de los simbolos de clasificacion)

AG1K, A61P

Bases de datos electronicas consultadas durante la busqueda (nombre de la base de datos y, si es posible, términos de
busqueda utilizados)

INVENES, EPODOC, WPI, BIOSIS, EMBASE/ELSEVIER, MEDLINE/NLM, XPESP y bases de datos de texto completo TXT
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201301181

Fecha de Realizacion de la Opinién Escrita: 29.05.2015

Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 1-15 Sl
Reivindicaciones NO

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones 1-15 Sl
Reivindicaciones NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

La presente opinidn se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201301181

1. Documentos considerados.-

A continuacion se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacion de esta opinion.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion

D01 DAGLIA M "Polyphenols as antimicrobial agents" Current Opinion 31.03.2012
in Biotechnology April 2012 Elsevier Ltd gbr (04.2012) VOL: 23
No: 2 Pags: 174-181 ISSN 0958-1669 (print) ISSN 1879-0429
(electronic) Doi: doi:10.1016/j.copbio.2011.08.007.

D02 TOMAS-MENOR LAURA et al. "Correlation between the 16.01.2013
antibacterial activity and the composition of extracts derived from
various Spanish Cistus species" FOOD AND CHEMICAL
TOXICOLOGY, 20130116 PERGAMON, GB 16.01.2013 VOL: 55
Pags: 313-322 ISSN 0278-6915

Doi: doi:10.1016/j.fct.2013.01.006 Verhagen Hans; Leino Olli.

D03 HAIDARI M et al. "Pomegranate (Punica granatum) purified 01.12.2009
polyphenol extract inhibits influenza virus and has a synergistic
effect with oseltamivir" PHYTOMEDICINE, 20091201 GUSTAV
FISCHER VERLAG, STUTTGART, DE 01.12.2009 VOL: 16

No: 12 Pags: 1127-1136 ISSN 0944-7113

Doi: doi:10.1016/j.phymed.2009.06.002.

D04 HUSSIN W A et al. "Synergic interactions between selected 30.11.2010
botanical extracts and tetracycline against gram positive and gram
negative bacteria" Journal of Biological Sciences 2011 Asian
Network for Scientific Information pak (2011) VOL: 11 No: 7

Pags: 433-441 ISSN 1727-3048 (print) ISSN 1812-5719
(electronic) Doi: doi:10.3923/jbs.2011.433.441.

2. Declaracion motivada seguin los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

El objeto de la invencion, tal y como se recoge en las reivindicaciones 1-15, es una composicion sinérgica de polifenoles con
actividad antibiética que comprende al menos 2 de los compuestos: acido elagico, punicalagina, quercetina y miricetina (reiv.
1-6). Es también objeto de la invencién un preparado hecho a base de dicha composicién, y el uso del preparado y de la
composicion (reiv. 7-15).

Novedad (art. 6.1 de la Ley 11/1986 de Patentes) y Actividad Inventiva (art. 8.1 de la Ley 11/1986 de Patentes).

El documento D01 divulga las propiedades de los polifenoles como antioxidantes, antialérgicas, antiinflamatorias y
antimicrobianas. Algunos polifenoles presentan una elevada actividad antibacteriana, antiviral y antifingica. Algunos
flavonoides presentan una actividad sinérgica con varios antibiéticos frente a microorganismos multi-resistentes.

El documento D02 divulga los compuestos encontrados en extractos del género Cistus, y su relacion con la actividad
antibacteriana (frente a S. aureus) que presentan dichos extractos. En este documento se indica que el extracto que mayor
actividad antibacteriana presento fue el de C. salviifolius, cuyos componentes incluyen, quercetina glucésido, acido elagico,
punicalagina y miricetina, entre otros.

El documento D03 divulga las propiedades antigripales del extracto de granado (Punica granatum), en concreto de la
fraccion fendlica de dicho extracto. En este documento se indica que la punicalagina es el componente que otorga la
propiedad antigripal al extracto, y que ademds, la combinacion del extracto de granado con el antibiético oseltamivir
incrementa de forma sinérgica el efecto antigripal del antibidtico.

El documento D04 divulga la accion sinérgica de distintos extractos vegetales (de Punica granatum, Thymus vulgaris,
Commiphora molmol y Achillea fragantissima) con tetraciclina frente a bacterias gram positivas (Staphylococcus aureus, y
Bacillus megaterium) y gram negativas (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella pneumonia).

No se ha encontrado en el estado de la técnica una composicion como la reivindicada, aunque si es conocida la actividad
antimicrobiana de los componentes que forman parte de la misma. Sin embargo, hay que tener en cuenta que estos
componentes se encuentran divulgados no como compuestos aislados, sino formando parte de extractos vegetales donde,
junto con otros compuestos, ejercen su funcion o actividad antimicrobiana. Para un experto en la materia no resultaria obvio
que algunos de los componentes de un extracto, aislados del mismo y mezclados posteriormente en una composicion
mantengan las propiedades que posee el extracto completo.
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OPINION ESCRITA N° de solicitud: 201301181

Por lo tanto, ninguno de los documentos citados del estado de la técnica, tomados solos o en combinacion revelan la
invencion definida en las reivindicaciones 1-15. Ademas, en los documentos citados no hay sugerencias que dirijan al experto
en la materia hacia la invencion definida en las reivindicaciones 1-15. Asi, la invencion contenida en las reivindicaciones 1-15
es con referencia a los documentos D01-D04 nueva y se considera que implica actividad inventiva (art. 6.1 y 8.1 Ley 11/1986
de Patentes).
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