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DESCRIPCION
Nueva formulacién mejorada de aminoglucésido para administraciéon en forma de aerosol.
Antecedentes de la invencién
Campo de la invencién

La presente invencién se refiere a una formulacién nueva y mejorada de aminoglicésido para suministro
por aerosolizacién. En particular, la invencién se refiere a la formulaciéon que consiste en una solucién
concentrada del aminoglicésido formulado en 5 ml de un cuarto de una solucién salina normal que tiene
un pH entre 5,5 y 6,5. La formulacién permite y es adecuada para suministro del aminoglicésido hasta
el espacio endobronquial del pulmén de la vias respiratorias en un aerosol que tiene un didmetro medio
del medio de masa predominantemente entre 1 a 5 um. La cantidad eficaz formulada y suministrada
de aminoglicésido es suficiente para el tratamiento y profilaxis de infecciones endobronquiales crénicas,
particularmente las provocadas por la bacteria Pseudomonas aeruginosa. La nueva formulacién tiene un
volumen pequeno aunque suministra dosis efectivas de aminoglicésidos al sitio de la infeccion.

Descripciones de la técnica anterior y técnica relacionada

La Pseudomonas aeruginosa crece en el espacio endobronquial y se encuentra en el esputo de indi-
viduos infectados. Durante exacerbaciones de la infeccién, tal crecimiento se produce también en los
alvéolos. La enfermedad representativa mas comun de la infeccién endobronquial de la bacteria Pseudo-
monas aeruginosa es la fibrosis cistica.

La fibrosis cistica (CF) es una enfermedad genética comin que se caracteriza por la inflamacién y
la destruccion progresiva del tejido pulmonar. La debilitaciéon de los pulmones en los pacientes CF esta
asociada con la acumulacién de esputos purulentos producidos como resultado de infecciones endobron-
quiales crénicas provocadas por H. influenzae, staphylococcus aureaus, y Pseudomonas aeruginosa. Casi
todos los individuos que sufren de CF se mueren normalmente de fallo respiratorio. La llegada de los
aminoglicésidos antibidticos antipseudomonales tales como tobramicina ha reducido la mortalidad de los
pacientes CF y han aumentado su duracién de vida.

La tobramicina es un aminoglicésido especificamente activo contra Pseudomonas aeruginosa. Cuando
se suministra parenteralmente durante un periodo de tiempo corto, se ha mostrado que trata con éxito
las exacerbaciones que se producen en pacientes con CF.

Actualmente, la administraciéon parenteral de un aminoglicésido y una beta-lactama activos contra
Pseudomonas aeruginosa es el tratamiento de eleccién para bronquitis crénica o bronquiectasia observada
en pacientes CF. No obstante, la penetracién de aminoglicésidos en las secreciones bronquiales es pobre
en aproximadamente solamente alrededor del 12% de la concentracién méxima de suero (Rev. Infect.
Dis., 3:67 (1981)). De acuerdo con Advances in Pediatric Infections Diseases, 8:53 (1993), el propio
esputo es inhibidor de la bioactividad de los aminoglicésidos debido a su alta resistencia iénica y a la
presencia de cationes divalentes. El esputo contiene también mucina glicoproteinas y ADN, que ligan los
aminoglicésidos. Esta actividad inhibidora puede solucionarse aumentando la concentracién de amino-
glicésidos en el esputo a diez veces la concentracién minima inhibidora del producto aislado particular
Pseudomonas aeruginosa (J. Infect. Dis., 148:1069 (1983)).

Los aminoglicésidos penetran escasamente en el esputo y, por lo tanto, para alcanzar concentraciones
terapéuticas en el esputo, son necesarias altas dosis de administracién parenteral. Esto aumenta el riesgo
de toxicidad sistémica que incluye ototoxicidad y nefrotoxicidad debido a que el suero contiene altas
concentraciones de aminoglicésido. La terapia intravenosa puede aumentar el esfuerzo sobre el paciente,
requiere frecuentemente hospitalizacién, lo que aumenta los costes de tratamiento y expone al paciente a
otras infecciones potenciales.

Se realizaron previamente ensayos para administrar aminoglicésido por aerosol. Cuando se adminis-
tran altas dosis de aminoglicdsidos, tales como tobramicina, a los pulmones por aerosolizacion, los niveles
de esputo de tobramicina son maximizados y se reducen al minimo los niveles de suero. Por lo tanto,
la administracién de aminoglicésido por aerosolizacién tiene la ventaja de reducir la toxicidad sistémica,
al mismo tiempo que proporciona concentraciones eficaces del antibidtico en el esputo. La barrera bron-
quial limita el movimiento del aminoglicésido aerosolizado y evita que el aminoglicésido alcance niveles
sistémicos altos. Desafortunadamente, las propiedades fisicas de aminoglicésidos requieren dosis relati-
vamente altas de firmaco para aerosolizacién y un tratamiento de este tipo es, por lo tanto, bastante
costoso.
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Uno de los primeros estudios que utilizan antibidticos aerosolizados para el tratamiento de CF se ha
informado en Lancet, 22: 1377-9 (1981). Un estudio doble-ciego controlado sobre veinte paciente CF
demostré que la administracién del aerosol de carbenicilina y aminoglicésido gentamicina puede mejorar
la salud de los pacientes CF. Desde ese instante, los informes dispersados en la bibliografia han examinado
el suministro por aerosol de aminoglicésidos en general y tobramicina en particular. No obstante, una
evaluacion y comparacion clinica de estos estudios es con frecuencia dificil debido a las diferencias en las
formulaciones antibidticas, técnicas de respiracién, nebulizadores y compresores. Ademads, el suministro
por aerosol es, con frecuencia, dificil de evaluar debido a que difieren las formulaciones, los dispositivos
aerosolizados, las dosis, los regimenes de tamanos de particula, etc. Cuando, por ejemplo, el aerosol
contiene un gran numero de particulas con un MMAD mayor de 5 um, éstas son depositadas en las
vias respiratorias superiores reduciendo la cantidad de antibiético suministrado al sitio de la infeccién
en el tracto respiratorio inferior. El articulo publicado en Arch. Dis. Child., 67:788 (1993) enfatizé la
necesidad de procedimientos normalizados y mejora en administraciéon de aerosol de fairmacos a pacientes

CF.

La aerosolizacion de tobramicina se ha ensayado y utilizado especificamente con pacientes CF para
suprimir las infecciones de Pseudomonas aeruginosa y reducir de este modo la inflamacién del pulmén y
mejorar la funcién del pulmoén.

La aerosolizacién de los aminoglicésidos tiene la ventaja de ser capaz de suministrar altas concentra-
ciones del farmaco directamente a las vias respiratorias con baja absorcién sistémica. Esto permitiria el
desarrollo de una terapia mas segura, de larga duracién. No obstante, la administracion efectiva de aero-
sol estd comprometida actualmente por la falta de formulaciones equilibradas fisiolégicamente y libres de
aditivos y particularmente por la incapacidad de ciertos nebulizadores para generar aerosoles de tamano
de particula pequena y uniforme. Un intervalo de particulas aerosolizadas necesario para suministrar el
farmaco al espacio endobronquial, el sitio de la infeccién, es 1-5 ym. Muchos nebulizadores que aerosoli-
zan los aminoglicésidos producen gran nimero de particulas de aerosol en el intervalo de 10-100 pm. Con
el fin de que sean terapéuticamente efectivas, la mayoria de las particulas de aminoglicésido aerosolizadas
no deberia tener MMAD mayores de entre 1 y 5 ym. Cuando el aerosol contiene un gran nimero de
particulas con un MMAD mayor de 5 pum, éstas son depositadas en las vias respiratorias superiores redu-
ciendo la cantidad de antibiético suministrado al lugar de la infeccién en el tracto respiratorio inferior.
Aunque los aminoglicésidos no son muy facilmente absorbidos sistémicamente a través de la membrana
mucosa, existe todavia cierto riesgo de desarrollo de toxicidad en algunos pacientes.

La obstruccién de bronquios o bronquiolos mas pequenos y, por lo tanto, la prevencién de un su-
ministro del farmaco en un espacio endobronquial donde reside la bacteria, es una limitacién potencial
asociada con aerosoles que estan disponibles actualmente y son utilizados para el tratamiento de infec-
ciones de Pseudomonas aeruginosa. Adicionalmente, un derroche del farmaco que se produce durante
el suministro de particulas muy grandes a lugares donde el fairmaco no es efectivo genera una pérdida
econémica substancial y aumenta el coste del tratamiento.

Actualmente, dos tipos de nebulizadores disponibles, de chorro y ultrasénico, pueden producir y su-
ministrar particulas de aerosol que tienen tamaifios entre 1 y 5 um. Estos son de tamanos de particula
optimos para el tratamiento de infecciones de Pseudomonas aeruginosa. No obstante, estos nebulizado-
res son incapaces de suministrar los aminoglicésidos y particularmente la tobramicina de alguna manera
eficiente, puesto que son incapaces de nebulizar volimenes pequenos de aminoglicdsidos concentrados
formulados de modo estandar en solucién salina normal.

Tipicamente, la aerosolizacién de la técnica anterior de los aminoglicésidos, tales como tobramicina,
podria utilizar solamente formulaciones que contienen altos voliimenes, tales como por ejemplo la formu-
lacién adecuada para la aerosolizacién por nebulizador ultrasénico DeVilbiss donde se formularon 20 g
de tobramicina por 1 ml de solucién salina normal, en voliumenes grandes de 30 ml. Esto conduce a la
acumulacién de concentracién considerablemente alta de farmaco en el esputo, al desarrollo de efectos
secundarios, a un derroche de farmaco, prolongacién del tiempo de tratamiento, demandas de nebuli-
zadores que traten volimenes grandes y, en general, a que sea costoso, laborioso y poco practico. La
necesidad de nebulizadores que traten volimenes grandes complica o elimina su uso en tratamiento en
casa o en el ambulatorio, necesitando por lo tanto la visita a la consulta del médico o al hospital.

Por lo tanto, seria muy ventajoso proporcionar la formulaciéon que pueda aerosolizarse eficientemente
tanto en un nebulizador de chorro como ultrasénico.

Otro requerimiento para una formulacién aceptable es su periodo de conservaciéon adecuado. Gene-
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ralmente, el aminoglicésido y particularmente las soluciones intravenosas de tobramicina contienen fenol
u otros conservantes para mantener la potencia y para reducir al minimo la produccién de productos
de degradacién que pueden colorear la solucién de aminoglicésido. No obstante, el fenol y otros conser-
vantes, cuando se aerosolizan, pueden inducir a broncoespasmo, un suceso no deseado en pacientes con
enfermedades pulmonares tales como fibrosis cistica.

Seria muy ventajoso, por lo tanto, proporcionar una formulacién de aminoglicésido que no contenga
conservantes, cuyo pH se ajusta a niveles que reducen o previene la decoloracién, proporcionando de esta
manera un periodo de conservacién adecuado de la formulacién apropiado para distribucién comercial,
almacenamiento y uso.

Teniendo en cuenta todos los problemas e inconvenientes unidos con el suministro de aerosol de amino-
glicésido de la técnica anterior, seria muy ventajoso proporcionar una formulacién y el sistema para sumi-
nistrar dosis suficientes de aminoglicésidos tales como tobramicina en forma concentrada, conteniendo el
volumen maés pequeno posible de la solucién que puede aerosolizarse y suministrarse predominantemente
al espacio endobronquial.

Por lo tanto, un objeto primario de esta invencién es proporcionar una formulacién concentrada del
aminoglicésido, que contiene concentracién de farmaco suficiente, pero no excesiva que puede aerosoli-
zarse eficientemente por nebulizacién tanto en nebulizadores de chorro como ultrasénicos en tamanos de
particulas de aerosol predominantemente dentro de un intervalo de 1 a 5 um y cuya salinidad se ajusta
para permitir la generacién de un aerosol amino glicésido bien tolerado por los pacientes, cuya formu-
lacién tiene adicionalmente un periodo de conservacién adecuado.

Resumen

Un aspecto de la presente invencién es una formulacién concentrada adecuada para el suministro
eficaz de aminoglicésido en el espacio endobronquial de un paciente que sufre de infecciéon endobronquial
bacterial.

Otro aspecto de la presente invencién es una formulaciéon adecuada para suministro eficaz de to-
bramicina en el espacio endobronquial de un paciente que sufre de infeccién endobronquial de bacteria
Pseudomonas aeruginosa.

Todavia otro aspecto de la presente invencién es una formulacién que comprende de 40-100 g de
aminoglicésido en 1 ml de solucién salina diluida en una graduacién de un cuarto de solucién salina nor-
mal, donde dicha formulacién tiene un pH entre 5,5 y 6,5 y es suministrada en 5 ml en forma concentrada
por aerosolizacion.

Todavia otro aspecto de la presente invencién es una formulacién que comprende de 50-70 mg de
tobramicina en 1 ml de solucién salina diluida en una osmolaridad de equilibrio de graduacién adecuada,
graduacién iénica y concentracion de cloruro a valores tolerables, donde dicha formulacién tiene un pH
entre 5,5 y 6,5 y es suministrada en 5 ml de forma concentrada por aerosolizacién.

Todavia otro aspecto de la presente invencion es una formulacién que comprende 60-80 mg de amino-
glicésido en 1 ml de solucién salina diluida en una graduacién de un cuarto de solucidén salina, donde dicha
formulacién tiene un pH entre 5,5 y 6,5 y es suministrada en 5 ml de forma concentrada en particulas
de aerosol que tienen un didmetro medio del medio de masa predominantemente entre 1 y 5 ym, donde
dicha formulacion es nebulizada utilizando un nebulizador de chorro o ultrasénico.

Todavia otro aspecto de la presente invencion es una formulaciéon que comprende 60 mg de tobramicina
en 1 ml de solucién salina diluida en una graduacién de un cuarto de solucién salina normal, donde dicha
formulacién tiene un pH entre 5,5 y 6,5 y es suministrada en 5 ml de forma concentrada en particulas
de aerosol que tienen un didmetro medio del medio de masa predominantemente entre 1 y 5 um, donde
dicha formulacion es nebulizada utilizando un nebulizador de chorro o ultrasénico.

La presente invencién proporciona el uso de una formulacién en la fabricacién de un medicamento
para uso en un método para el tratamiento de infecciones pulmonares provocadas por bacterias mediante
la administracién a un sujeto, que requiere un tratamiento de este tipo una formulacién que comprende
40-100 mg de aminoglicésido en 1 ml de solucién salina diluida en una graduacién de un cuarto solucién
salida normal, donde dicha formulacién tiene un pH entre 5,5 y 6,5 y es suministrada por un nebulizador
de chorro o ultrasénico en 5 ml de forma concentrada en un aerosol que produce un tamano de particula
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que tiene un didmetro medio del medio de masa predominantemente entre 1 y 5 pm.

La presente invencién proporciona también el uso de una formulacién en la fabricacién de un medica-
mento para uso en un método para el tratamiento de infecciones pulmonares provocadas por Pseudomonas
aeruginosa mediante la administracién a un sujeto que requiere un tratamiento de este tipo de una for-
mulacién que comprende 60 mg de tobramicina en 1 ml de solucién salina diluida en una graduacién de
un cuarto de solucién salina normal, donde dicha formulacién tiene un pH entre 5,5 y 6,5 y es suminis-
trado por nebulizador de chorro en 5 ml de forma concentrada en un aerosol que produce un tamano de
particulas que tiene un didmetro medio del medio de masa predominantemente entre 1 y 5 pum.

Definiciones
Como se utiliza aqui:
“Solucidn salina normal” significa solucién de agua que contiene 0,9 % de NaCl.

“Solucidn salina diluida” significa solucién salina normal que contiene 0,9% de NaCl diluida en su
graduacién menor.

“Un cuarto de solucién salina” o “1/4 NS” significa solucién salina normal diluida hasta su graduacién
de un cuarto que contiene 0,225 % de NaCl.

Breve descripcion de los dibujos
La figura 1 ilustra subdivisiones y la estructura de las vias respiratorias intrapulmonares.
La figura 2 ilustra una estructura de tobramicina.

La figura 3 ilustra un nebulizador de chorro adecuado para aerosolizacién de la solucién de amino-
glicésido concentrada.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencién se refiere a una formulaciéon de aminoglicésido concentrado adecuada para su-
ministro eficaz del aminoglicésido por aerosolizaciéon en espacio endobronquial. La invencién es maés
preferentemente adecuada para formulacién de tobramicina concentrada para aerosolizacién por nebuli-
zadores de chorro o ultrasénicos para producir tamano de particula del aerosol de tobramicina entre 1y
5 pm necesario para suministro eficaz de tobramicina en espacio endobronquial para tratar infecciones de
Pseudomonas aeruginosa. La formulacién contiene una cantidad minima, pero eficaz de aminoglicésido
formulado en el menor volumen posible de solucién fisiolégicamente aceptable que tiene una salinidad
ajustada para permitir la generacién de aerosol aminoglicésido bien tolerado por pacientes, pero previ-
niendo el desarrollo de efectos secundarios no deseados tales como broncoespasmo y tos.

Los requerimientos primarios para cualquier formulacién aerosolizada son su seguridad y eficacia. Las
ventajas adicionales son coste inferior, funcionalidad de uso, largo periodo de conservacion, almacena-
miento y manipulacién del nebulizador.

La formulacién del aerosol es nebulizada predominantemente en tamanos de particulas que pueden
suministrarse a los bronquiolos terminales y respiratorios donde reside la bacteria Pseudomonas aeru-
ginosa u otras bacterias susceptibles en pacientes con fibrosis cistica.

La subdivisién y la estructura de las vias respiratorias intrapulmonares se observa en la figura 1. La
Pseudomonas aeruginosa estd presente a lo largo de toda las vias respiratorias hacia abajo hasta los
bronquios y bronquiolos. No obstante, es méas predominante en bronquiolos terminales y respiratorios.
Durante la exacerbacién de la infeccion, las bacterias pueden estar presentes también en los alvéolos. Es
evidente, por lo tanto, que cualquier formulacién terapéutica debe suministrarse a lo largo de toda la
rama endotelial hasta los bronquiolos terminales.

La formulacién del aminoglicésido aerosolizado es formulada para suministro eficaz del aminoglicdsido
hasta el espacio endobronquial del pulmén. Un nebulizador de chorro o ultrasénico especifico se selec-
ciona permitiendo la formacién de las particulas de aerosol de aminoglicésido que tienen un didmetro
medio del medio de masa predominantemente entre 1 y 5 um. La cantidad formulada y suministrada de
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aminoglicdsido es eficaz para el tratamiento y profilaxis de infecciones endobronquiales, particularmente
las provocadas por la bacteria Pseudomonas aeruginosa cuando se utiliza la tobramicina aminoglicésido.
La formulacién tiene una salinidad ajustada para permitir la generaciéon de aerosol aminoglicésido bien
tolerado por los pacientes. Adicionalmente, la formulacién tiene graduacién iénica de osmolaridad equili-
brada y concentracién de cloruro. La formulacién tiene un volumen aerosolizable lo més pequeno posible
capaz de suministrar dosis efectivas de aminoglicésido al lugar de la infeccién. Adicionalmente, la for-
mulacién aerosolizada no afecta de manera negativa la funcionalidad de las vias respiratorias ni provoca
efectos secundarios no deseados.

1. Formulacion de aminoglicésido aerosol

Los aminoglicésidos de la invencién son antibidticos, tales como gentamicina, amicacina, canamicina,
estreptomicina, neomicina, netilmicina y tobramicina.

La formulacién de acuerdo con la invencién contiene de 200-500, preferentemente 300 mg de sulfato
aminoglicésido por 5 ml de un cuarto de solucién salina normal. Esto corresponde a 40-100, preferen-
temente 60 mg/ml de aminoglicésido, que es la cantidad minima, pero eficaz de aminoglicésido para
suprimir las infecciones Pseudomonas aeruginosa en el espacio endobronquial.

Tipicamente, aproximadamente trescientos mg de aminoglicésido se disuelven en 5 ml de solucién
tipicamente de un cuarto de solucién salina normal que contiene aproximadamente 0,225 % de NaCl. Se
ha descubierto ahora que un cuarto de solucién salina normal, es decir, 0,225 % de cloruro de sodio, es el
vehiculo més adecuado para el suministro de aminoglicdsido en el espacio endobronquial.

La dosis efectiva para cada aminoglicésido individual dependerd de su efectividad y el uso pretendido.
Por ejemplo, la gentamicina se utiliza de forma éptima en dosis de 80 mg/ml, mientras que la tobramicina
se utiliza de forma éptima en dosis de 60 mg/ml al menos para el tratamiento de infeccién endobronquial.

II. Formulacion de tobramicina aerosol

La tobramicina es un aminoglicésido que tiene una estructura quimica mostrada en la figura 2. La
tobramicina es un farmaco de eleccién para tratamiento y prevencion de infecciones endobronquiales de
Pseudomonas aeruginosa.

Tipicamente, de doscientos a cuatrocientos, preferentemente 300 mg de tobramicina se disuelven en 5

ml de solucién de un cuarto de solucién salina normal diluida, que contiene preferentemente 0,225 % de
NaCl.

La formulacion de tobramicina de aerosol més preferida de acuerdo con la invencién contiene 300 mg
de sulfato de tobramicina por 5 ml de un cuarto de solucién salina normal. Esto corresponde a 60 mg/ml
de tobramicina que es la cantidad minima, pero eficaz de tobramicina para suprimir las infecciones de
Pseudomonas aeruginosa en el espacio endobronquial.

Los nebulizadores de chorro y ultrasénicos son sensibles a la osmolaridad de la formulacién. Los
nebulizadores ultrasénicos son sensibles adicionalmente al pH de la formulacién y a su resistencia iénica,
y por lo tanto, es dificil a veces aerosolizar aminoglicésido tal como tobramicina formulada en solucién
salina normal. Se ha descubierto ahora que este problema se resuelve convenientemente formulando
aminoglicésidos en un cuarto de solucién salina normal, es decir, solucién salina que contiene 0,225 % de
cloruro de sodio, y que 1/4 de solucién N es un vehiculo adecuado para el suministro de tobramicina en
el espacio endobronquial.

Los pacientes de fibrosis cistica y otros pacientes con infecciones endobronquiales cronicas tienen alta
incidencia de vias respiratorias broncoespdasticas o asmaticas. Estas vias respiratorias son sensibles a
aerosoles hipoténicos o hiperténicos, a la presencia de iones permanentes, particularmente un haluro tal
como cloruro, asi como a aerosoles que son acidos o bésicos. Los efectos de irritacién de las vias respira-
torias pueden manifestarse clinicamente mediante tos o broncoespasmo. Ambas condiciones previenen el
suministro eficiente de tobramicina aerosolizada en el espacio endobronquial.

La formulacién de tobramicina que contiene 1/4 NS con 60 mg de tobramicina por ml de 1/4 NS
tiene una osmolaridad en el intervalo de 165-190 mOsm/1. Esto entra dentro del intervalo seguro de los
aerosoles administrados a un paciente de fibrosis cistica. La seguridad de esta solucién ha sido estudiada
y probada. El estudio se describe en el ejemplo 4. Una ventaja adicional de la solucién de NS de 0,225 %
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con 60 mg/ml de tobramicina es que esta formulacién es nebulizada més eficientemente por un nebuliza-
dor ultrasénico comparado con la tobramicina formulada en una solucién 0,9 % de solucién salida normal
como se muestra en el ejemplo 2. Por lo tanto, es necesaria una cantidad inferior a la mitad del farmaco.

El pH de la formulacién es igualmente importante para el suministro de aerosol. Como se indica
anteriormente, cuando el aerosol es o bien acido o bien basico, puede provocar broncoespasmo y tos. El
intervalo seguro de pH es relativo; algunos pacientes toleraran un aerosol moderadamente acido, que en
otros provocard broncoespasmo. Cualquier aerosol con un pH de menos de 4,5 inducird normalmente a
broncoespasmo en un individuo susceptible; los aerosoles con un pH entre 4, 5 y 5,5 provocaran ocasional-
mente este problema. Un aerosol con un pH entre 5,5 y 7,0 es considerado seguro. Debe evitarse cualquier
aerosol que tenga un pH mayor de 7,0, puesto que los tejidos del cuerpo son incapaces de tamponar los
aerosoles alcalinos y como resultado se produce la irritacién con broncoespasmo.

El pH es igualmente importante para la estabilidad de la formulacién. Aparentemente a pH mayor de
7,0, se produce degradacién de tobramicina. En los estudios de estabilidad de solucién salina al 0,225 %
de 60 mg/ml de solucién de tobramicina, descrita en el ejemplo 6, el ensayo de la estabilidad acelerada
a 40°C a pH 7,0, mostrd, en un mes, amarilleo obvio de la solucién indicando la presencia de producto
de degradacién de cromoforo. Este descubrimiento fue inesperado y no previsto por la bibliografia sobre
la degradacién de aminoglicésido (Drug Develop Industr. Pharm., 18:1423-36 (1992)). Esta reaccién
fue menos evidente a pH 5,5 0 6,5. A un pH tal, aparentemente, la degradacién no estd presente o es
mucho més lenta. Por estas razones, asi como para la evitacién de broncoespasmo en los pacientes, el
pH 6ptimo para la formulacién de aerosol fue determinado entre pH 5,5 y pH 6,5. En los estudios de
estabilidad extendidos descritos en el ejemplo 7, se encontré la estabilidad completa durante méas de 6
meses a temperatura 5°C a pH 6. La formulacién almacenada durante 6 meses a 25°C se encontrd estable
pero menos que a 5°C. Alli la formacién de color aumenté desde 15 KS unidades hasta 52 KS unidades.

La formulacién de la invencion es nebulizada predominantemente en tamafnos de particulas que per-
miten un suministro del farmaco en bronquiolos terminales y respiratorios, donde reside la bacteria
Pseudomonas aeruginosa (figura 1). Para el suministro eficaz de tobramicina al espacio endobronquial
del pulmén de las vias respiratorias en un aerosol, es necesaria la formacién de las particulas de aerosol
que tienen un didmetro medio del medio de masa entre predominantemente 1 y 5 ym. La cantidad for-
mulada y suministrada de tobramicina para el tratamiento y profilaxis de infecciones endobronquiales,
particularmente las provocadas por la bacteria Pseudomonas aeruginosa, debe dirigirse efectivamente al
esputo producido por la bacteria. La formulaciéon debe tener un volumen aerosolizable lo més pequeno
posible capaz de suministrar la dosis efectiva de aminoglicésido al lugar de la infeccién. La formulacién
debe proporcionar adicionalmente condiciones que no afecten adversamente a la funcionalidad de las vias
respiratorias. Como consecuencia, la formulacién debe contener suficiente farmaco formulado bajo las
condiciones que permitan su suministro eficaz al mismo tiempo que eviten reacciéon no deseada. La nueva
formulacién de acuerdo con la invencién cumple estos requerimientos.

La eleccién del nebulizador es también critica. Entre los nebulizadores disponibles, los nebulizadores de
chorro conocidos como Sidestream®) | obtenidos de Medicaid y Pari LC®) obtenidos de Pari Respiratory
Equipment, Richmond, Virginia, se ha descubierto que producen un aerosol antibiético con caracteristicas
potencialmente respirables. Dos nebulizadores ultrasénicos que producen tamafo de particula adecuado
de 1 a5 um, y tienen una capacidad de depdsito de 5 ml, son el Aerosonic de DeVilbiss y UltraAire de
Omron. Estos nebulizadores de chorro y ultrasénicos, pueden utilizarse también ventajosamente en la
invencién.

La dosis formulada de 60 mg/ml de un cuarto de solucién salina diluida se ha encontrado que es
6ptima para el suministro més eficaz. Aunque en algunos casos, pueden utilizarse de forma ventajosa
tanto dosis menores como mayores, tipicamente de 40-80 mg/ml, se prefiere la dosis de 60 mg/ml de
tobramicina. Una soluciéon de tobramicina mas concentrada tiene tres inconvenientes. En primer lugar,
si la solucién se aproxima a la solubilidad de la tobramicina, 160 mg/ml, se espera precipitacién durante
el almacenamiento. En segundo lugar, una concentraciéon mas alta de tobramicina que la clinicamente
necesaria es economicamente desfavorable. En tercer lugar, una soluciéon més concentrada incrementara
la osmolaridad de la solucién, disminuyendo de este modo la salida de la formulacién tanto con nebu-
lizadores de chorro como ultrasénicos. La alternativa de una solucién mas concentrada en un volumen
total méds pequeno es también inconveniente. La mayoria de los nebulizadores tienen un volumen de
espacio muerto de 1 ml. Lo que significa que el dltimo 1 ml de la solucién se desperdicia debido a que el
nebulizador no estd actuando completamente. Por lo tanto, aunque para el ejemplo 2, una solucién de 2
ml tendria 50 % de desperdicio, la solucién de 5 ml (la capacidad del nebulizador) tiene solamente 20 % de
desperdicio. Adicionalmente, puesto que no existe aerosolizacién suficiente del farmaco en las particulas
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pequenas, el firmaco en particulas grandes o como una solucién se deposita en las vias respiratorias
superiores e induce a tos y puede provocar también broncoespasmo. Las particulas de aerosol grandes
limitan también el suministro de farmaco.

La dosis inferior a 60 mg de tobramicina por ml de solucion salina diluida no es suficiente para suprimir
la bacteria y para tratar la infecciéon. Las concentraciones menores de tobramicina no seran suficiente-
mente efectivas en al menos el 90 % de los pacientes. Esto es debido a la variabilidad de los niveles de
tobramicina en el esputo provocada por la variabilidad anatémica entre los pacientes como se observa
en los ejemplos 4 y 5, y también debido a que varia también la concentracién de inhibicién minima de
Pseudomonas aeruginosa. Como se observa en la Tabla 4, se ha encontrado que es éptima una dosis
de 300 mg total. Las dosis estudiadas previamente de 80 mg, Pediat. Pulmonol., 6:91-8 (1989) se han
informado como efectivas. No obstante, esta dosis seria pronosticada eficaz en aproximadamente sesenta
o setenta por ciento de los pacientes. Si se desarrollase cierto grado de resistencia al fArmaco, solamente
se trataria de manera efectiva un pequeno porcentaje de pacientes.

El tamano de las particulas aerosolizadas se encontré que era critico. Las particulas mayores de
1-5 pum impactaron en la via respiratoria superior, de manera que fueron depositadas por encima del
espacio endobronquial, en la orofaringe y en la boca. Como resultado de esto, se deterioré el suministro
de farmaco, se desperdicié una gran cantidad de farmaco, se hizo lento el tratamiento del paciente o se
dané en gran medida y se elevé el coste del tratamiento. Adicionalmente, el fArmaco depositado en la
orofaringe es ingerido y puede tener lugar cierta absorciéon del aminoglicésido del tracto gastrointestinal.
Puesto que la ototoxicidad y la nefrotoxicidad del aminoglicésido es acumulativa, cualquier absorcién del
farmaco es inconveniente para el paciente.

De acuerdo con la invencién, el aminoglicésido es formulado en forma de dosis destinada a terapia
de inhalacién para pacientes con fibrosis cistica. Puesto que los paciente CF residen en todo el mundo,
es esencial que la formulacién tenga un periodo de conservacién razonablemente largo. Por lo tanto, las
condiciones de almacenamiento y empaquetado son importantes.

Como se describe anteriormente, el pH de la solucién es importante en la prevencién de la degradacion
de la tobramicina. El pH entre 5,5 y 6,5, preferentemente 6,0, se encontré que era el mas 6ptimo desde
el punto de vista del almacenamiento y el periodo de conservacién mas largo.

La formulacién se almacena tipicamente en viales de polietileno de baja densidad (LDPE) de cinco
mililitros. Los viales son rellenados asépticamente utilizando un proceso de soplado, llenado, sellado. Los
viales son sellados en superbolsas de lamina, seis por superbolsa. Este esquema de envase proporciona
convenientemente un suministro de tres dias de producto por superbolsa, con un régimen de dosis de dos
tratamientos por dia, un vial por tratamiento.

La estabilidad de la formulacién es otra cuestion muy importante para la formulacién eficaz. Si el
farmaco se degrada antes de su aerosolizacién, se suministra menos cantidad de farmaco al pulmoén,
deteriorando de esta manera el tratamiento asi como provocando condiciones que podrian conducir al
desarrollo de resistencia de aminoglicésido, puesto que la dosis suministrada seria demasiado pequena.
Ademas, los productos de degradacién de tobramicina pueden provocar broncoespasmo y tos.

Los estudios de estabilidad y de estabilidad prolongada descritos en los ejemplos 6 y 7 muestran que
la formulacién de tobramicina es estable durante 6 meses a temperaturas de 5°C y 25°C. A 40°C, la
formulacién es menos estable que a 5°C y 25°C. La mejor estabilidad se alcanzé a 5°C, donde los cambios
de color no fueron apreciados después de 6 meses de almacenamiento a esta temperatura.

Para prevenir la degradacién de la tobramicina a la concentracién propuesta de 60 mg/ml y con el
fin de proporcionar la estabilidad aceptable, un producto con contenido de oxigeno bajo es producido
envasando los viales de LPDE en envase con protecciéon contra el oxigeno que comprende superbolsas de
ldmina, seis viales por superbolsa. Antes del llenado del vial, la solucién en el depésito de mezcla se rocia
con nitrégeno, y el espacio de cabecera de la superbolsa anular se purga con nitrégeno. De este modo, se
previene tanto la hidrélisis como la oxidacién del aminoglicésido.

II. Nebulizadores

Una parte indivisible de esta invencién es un nebulizador de chorro o ultrasénico capaz de nebulizar
la formulacién de la invencién en tamano de particula de aerosol predominantemente en el intervalo de
1-5 pm. Predominantemente en esta solicitud significa que al menos 70 %, pero preferentemente més del
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90 % de todas las particulas de aerosol generadas estdn dentro de 1-5 pm.

Estdn disponibles actualmente, dos tipos de nebulizadores, tales como de chorro o ultrasénicos, que
pueden producir y suministrar particulas entre 2 y 5 um de tamanio de particula que es 6ptimo para
el tratamiento de las infecciones Pseudomonas aeruginosa. Un nebulizador de chorro trabaja mediante
presiéon neumética para romper una soluciéon de liquido en las gotitas del aerosol. Un nebulizador ul-
trasonico actia por un cristal piezoeléctrico que cizalla un liquido en gotitas de aerosol pequenas. No
obstante, solamente pueden nebulizarse eficientemente algunas formulaciones de aminoglicésidos y par-
ticularmente tobramicina por ambos nebulizadores, puesto que ambos dispositivos son sensibles al pH
de la formulacién y a su resistencia iénica. Las formulaciones que pueden nebulizarse deben contener
tipicamente grandes cantidades del aminoglicésido que es suministrado en volumenes grandes de aerosol.

Las formulaciones aerosolizadas de la técnica anterior con concentraciones mas altas de aminoglicésido
(50 mg/ml o mayor) han utilizado soluciones salinas normales que no son nebulizadas tan eficientemente
por un nebulizador ultrasénico.

Aunque estd disponible una amplia variedad de nebulizadores, solamente un ntimero limitado de estos
nebulizadores son adecuados para los fines de esta invencién. El nebulizador adecuado para los fines de
esta invencion se ilustra en la figura 3.

La figura 3 muestra el nebulizador de chorro 10 1til para la aerosolizaciéon de tobramicina y otros
aminoglicésidos para el aerosol que tiene tamano de particula predominantemente en la regién 1-5 um.
El nebulizador 10 consta de la caja exterior 14, la boquilla 30, la copa del nebulizador 22 cubierta con
la etapa 16, la cAmara Venturi 28, el tubo de suministro de aire 24, la copa de medicina liquida 22 y el
desviador 18.

La formulacién de liquido es colocada en la copa del nebulizador 22 eliminando y substituyendo la
tapa de la copa (16). La tapa 16 tiene uno o mds agujeros de entrada de aire (20) que permiten la
entrada de aire ambiente a la cdmara Venturi 28. La cAdmara Venturi 28 permite que el aire ambiente
introducido se mezcle con el aerosol para incrementar el suministro de farmaco. Un tubo de suministro
de aire 24, tipicamente (8 1/M) estd conectado a la copa de medicina de liquido 22 del nebulizador. El
aire pasa a través de la copa 22 dentro del orificio del nebulizador de chorro 26, donde crea el aerosol
cizallando la solucién liquida en pequenas hebras de liquido que se fragmentan en pequenas particulas
cuando impactan en un desviador 18. El nebulizador 10 comprende adicionalmente una boquilla 30 para
inhalacién del aerosol. La boquilla contiene una valvula de mariposa 12 para permitir la exhalacién. La
boquilla 30 estd conectada al cuerpo principal del nebulizador 10.

Para identificar el nebulizador eficiente y adecuado para uso en la presente invencién, se realizaron
dos estudios separados.

El primer estudio, descrito a continuacién, fue determinar in vitro que los nebulizadores cumplen
los criterios que son importantes para el suministro de antibidticos aerosolizados. Se estudiaron tanto
nebulizadores ultrasénicos como de chorro. El segundo estudio fue determinar la farmacodindmica del
aminoglicdsido en el esputo que es una medida de la eficacia del suministro del aerosol.

Las limitaciones principales del nebulizador ultrasénico Ultraneb 99 (DeVilbiss) utilizado para el su-
ministro de formulacién de tobramicina son su alto coste, derroche de farmaco e inconveniencia. Como
se observa en la Tabla 1, este nebulizador requiere 30 ml de la solucién de farmaco, y tiene un depdsito
de aerosol grande de 1200 ml. Con el fin de que la terapia del aerosol aminoglicésido esté ampliamente
disponible y sea utilizada por pacientes con fibrosis cistica en el ambulatorio o en casa, es necesario un
nebulizador més eficiente y mas facil de utilizar.

Este estudio fue la primera etapa en el ensayo para ver si el primer nebulizador de chorro podria
substituirse por el nebulizador ultrasénico y si pueden obtenerse niveles de aminoglicésido de esputo
adecuados con un nebulizador de chorro. Estudios posteriores incluyeron una eficiencia clinica de larga
duracion.

Un estudio comparativo in vitro evalué una variedad de nebulizadores de chorro disponibles comer-
cialmente, incluyendo entre otros, el Acorn II®) de Marquest, T-Updraft(®) de Hudson, Sidestream®)
de Medicaid, y Pari LC®®) de Pari. El compresor PulmoAide® fue elegido debido a su fiabilidad y uso
extendido en la poblaciéon CF.
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Una observaciéon mas detallada en todos estos nebulizadores revelé que la mayoria de ellos son relativa-
mente ineficientes en el suministro de una neblina inhalable. Los tres nebulizadores elegidos utilizados en
los protocolos clinicos, el ultrasénico DeVilbiss 99, el Pari CL jet y el Medicaid Sidestream jet, han mos-
trado propiedades que sugieren que podrian suministrar posiblemente aerosol tobramicina en el espacio
endobronquial. De los tres, los dos nebulizadores de chorro fueron claramente superiores al nebulizador
ultrasénico DeVilbiss. Por lo tanto, se han evaluado in vitro para determinar cual de ellos podria propor-
cionar la mayor cantidad de farmaco a las vias respiratorias y dos nebulizadores de chorro se encontraron
que cumplian los requerimientos.

Las caracteristicas comparativas del Ultraneb 99 DeVilbiss (ultrasénico) y dos de los nebulizadores de
chorro, el Sidestream y el Pari LC con el compresor PulmoAide, que muestran las mejores caracteristicas
in wvitro, son indicadas en la Tabla 1.

TABLA 1

Caracteristicas comparativas de diferentes nebulizadores

Nebulizador DeVilbiss 99 Sidestream Pari LC
Tipo Ultrasénico Chorro Chorro
Flujo aire 8 L/m 8 L/m 8 L/m
Depésito liquido 30 ml 5 ml 5 ml
Tiempo de

nebulizacién 10-12 min. -13 min.(*) 10 min. (**)
Formulacién de

aminoglicésido 20 mg/ml en 1/2NS | 60 mg/ml en 1/4NS | 60 mg/ml en 1/4NS
Deposito de

aerosol 1.200 ml 30 ml 30 ml
MMAD** ~4-5 pm (micras) ~2,2 ym (micras) ~4-5 pm (micras)
Dosis fdrmaco/ml 33+ 1,8 mg 30 £1,8 mg 29 +5 mg
Dosis farmaco total 600 mg 300 mg 300 mg

* Tiempo de chisporroteo del chorro

** Didmetro aerodinamico mediano de masa.

Como se ve de la Tabla 1, existen diferencias substanciales entre los sistemas de nebulizador ultrasénico
y de chorro. Los dos nebulizadores de chorro requieren un volumen de solucién aproximadamente seis
veces mas pequeno y no tienen ni requieren un depdsito grande desde el que pueda inhalarse el aerosol.
En términos de dosis, por ejemplo, se utilizaron dosis de 60 mg en el nebulizador ultrasénico DeVilbiss 99,
mientras que se encontré que solamente la mitad de esta cantidad era suficiente para uso en el nebulizador
de chorro. Para alcanzar la dosis de 600 mg en el nebulizador de chorro, la formulacién requerida en un
nebulizador de chorro serfa 120 mg/ml en una solucién de 5 ml que es dos veces mayor que la necesaria.
En estas condiciones, seria necesario que se redujera la tonicidad de soluto para mantener la osmolaridad
fisiolégica de la solucién. La osmolaridad es la suma de los osmoles del aminoglicésido y la solucién salina
en la soluciéon. La osmolaridad fisiolégica es un intervalo que no induce a broncoespasmo o tos.

De los dos nebulizadores de chorro comparados en la Tabla 2, el Sidestream puede ser mas eficiente
en el suministro de aminoglicésido para la via respiratoria inferior debido a la emisién de tamafno de
particula mds pequefia (2,2 ym). A la inversa, el Pari PC produce un tamafio de particula mas grande
(4,5 pm) a una emisién mayor reduciendo de esta manera el tiempo de suministro y la molestia del
paciente. Ambos nebulizadores de chorro tienen un diseno Venturi que aumenta el suministro de farmaco
en la inspiracién. El tamano mas pequeno del equipo disminuye la caida de las particulas aerosolizadas
que se produce antes de la inspiracion por el paciente. Los nebulizadores de chorro Sidestream y Pari LC
tienen también la ventaja de estar disponibles tanto en unidades reutilizables como desechables.

Como se ve también en la Tabla 1, todos los tres nebulizadores suministraron aproximadamente 30
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mg/ml de aminoglicésido a las vias respiratorias incluso aunque el nebulizador ultrasénico DeVilbiss 99
necesité dos veces mas farmaco, es decir, 600 mg de aminoglicésido, comparado con 300 mg para los dos
nebulizadores de chorro, para suministro de 33 mg/ml.

Un régimen de aminoglicésido de dosis alta (600 mg) suministrado a través del nebulizador ultrasénico
DeVilbiss demostré funcién pulmonar mejorada y un descenso de mil veces en la densidad de P. aeru-
ginosa en el esputo después de la administracion de treinta dias, como se describe en NEJM, 328:1740
(1993). Aunque la administracién de aminoglicésido aerosolizado de alta dosis a través del nebulizador
ultrasénico DeVilbiss Ultraneb 99 demostré seguridad y eficacia del tratamiento de aerosol de tobrami-
cina, se ha limitado la aceptacion por el paciente y el médico debido al coste del farmaco requerido para
este sistema de suministro. Con el fin de proporcionar una dosis eficaz adecuada de aminoglicésido a las
vias respiratorias inferiores de una manera de coste efectivo, es decir, utilizando dosis de aminoglicésido
lo més bajas posibles, es necesario un nebulizador que suministre una equivalencia de eficacia de amino-
glicésido al menos como la del sistema ultrasénico Ultraneb 99.

La presente invencion ensay6 e identificé dos nebulizadores de chorro que son capaces de suministrar
la equivalencia de eficacia de tobramicina utilizando solamente la mitad de la dosis necesaria por el ne-
bulizador ultrasénico.

Basado en el ensayo in vitro de nebulizadores en condiciones clinicas con un equipo de pulmén de
ensayo de volumen tidal 0,6 L, velocidad respiratoria 18 aspiraciones/minuto, relacién entre inspiracién
y expiracién 1:3, y un patrén de aspiraciones de onda cuadrada, se determiné el suministro de dosis de
fArmaco previsto para el paciente midiendo la cantidad de aminoglicésido recogida después del paso del
farmaco aerosolizado a través de un sistema de filtracién que elimina las particulas aerosolizadas > 6,4
pm (micras).

Los estudios descritos anteriormente confirmaron también que los nebulizadores de chorro son apro-
ximadamente 10% eficientes bajo condiciones clinicas, mientras que los nebulizadores ultrasénicos son
solamente aproximadamente 5 % eficientes. La cantidad depositada y absorbida en los pulmones es una
fraccién del 10 % y por lo tanto el peligro de la exposicién sistémica es baja a pesar de grandes cantidades
de farmaco en el nebulizador.

Adema3s de los nebulizadores de chorro ensayados anteriormente, fueron ensayados también dos nebuli-
zadores ultrasénicos de volumen pequeno, Aerosonic de DeVilbiss y UltraAire de Omron y se encontraron
adecuados para el suministro de la formulacién de la invencién. Estos nebulizadores ultrasénicos se di-
ferencian del UltraNeb 99 puesto que tienen un depdsito més pequeno y pueden utilizar la solucién de
volumen mas pequeno.

II1. Eficacia

El suministro y la eficacia de la formulacién de aminoglicésido aerosolizado se determinaron y se predi-
jeron por la presencia y concentraciéon de aminoglicésido en esputo. Si la concentraciéon de aminoglicésido
encontrada en el esputo es suficientemente grande para suprimir la infeccién bacteriana, entonces la combi-
nacién de formulacién/nebulizador serd eficiente en el suministro del firmaco al pulmén. No obstante, si al
mismo tiempo, la cantidad de farmaco que debe aerolizarse para alcanzar niveles terapéuticos es también
muy grande, entonces obviamente, la formulacién no es eficiente y conduce a derroche del farmaco. La
formulacién més eficiente es una donde la cantidad de fArmaco aerosolizado es terapéuticamente eficiente
en la amplia mayorfa (>90 %) de los pacientes, donde todo o casi todo el farmaco es suministrado en el
lugar de la infeccién, y donde la cantidad de farmaco suministrado es todavia suficiente para suprimir las
bacterias en el esputo. La medida de la eficacia en este caso es la cantidad suficiente hallada de farmaco
nebulizado en el esputo en la amplia mayoria (>90 %) de los pacientes en la poblacién. El suministro
eficiente de tobramicina se define como la consecuciéon de la concentracion del espectro > 10 veces la
concentracién de inhibicién media (MIC) de 90 % de patdégenos de Pseudomonas aeruginosa (es decir,
1,28 mg/ml) en > 90 % de los pacientes ensayados.

La segunda cuestion de este estudio se refirié a la concentracién objetiva adecuada de aminoglicésido
en el esputo, como una medida de eficacia. La determinacién de las concentraciones de aminoglicésido
objetivo deben tener en cuenta la variabilidad de 10-veces tipica de concentracién de aminoglicésido vista
en el esputo entre pacientes debido a factores anatémicos y fisiolégicos intrinsecos. Tal determinacién
debe tener en cuenta también el intervalo de concentracién de inhibicién media (MIC) observada en
productos aislados clinicos.
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Los estudios que examinan la eficacia de aminoglicésido aerosolizado muestran consistentemente la
mejora en pacientes CF. En el estudio més extensivo hasta la fecha descrito por el inventor Smith en N.
Engl. J. Med., 328:1740 (1993), 71 pacientes tomaron parte en un ensayo cruzado de tres periodos, con-
trolado por placebo, doble ciego, multicentros para determinar la eficacia del aminoglicésido aerosolizado
para el tratamiento de infeccién endobronquial debida a P. aeruginosa en pacientes CF. Los pacientes
estaban divididos en dos grupos. El grupo 1 recibié 600 mg de aminoglicésido aerosolizado tres veces al
dia por nebulizador ultrasénico durante 28 dias. Esto fue seguido por un placebo durante dos periodos
consecutivos de 28 dias. El grupo 2 recibié un placebo durante los primeros 28 dias y fue seguido por
aminoglicésido durante dos periodos consecutivos de 28 dias.

Una comparacion de los datos de los grupos 1 y 2 después de la terminacién del primer periodo de
28 dias mostré que el aminoglicésido estaba asociado con cambios favorables en una variedad de ensayos
cuantificables que incluyen volumen de expiracién forzado, capacidad vital forzada y un descenso en las
unidades que forman la colonia (CFUs) de P. aeruginosa en el esputo.

Una comparacién de los datos después de la terminacién de todo el estudio de tres periodos mostré
que la mejora significativa estaba asociada con tratamiento de tobramicina aerosolizada. Esta mejora se
produjo a una mayor extensiéon después del primer periodo de 28 dias. No obstante, en los tres periodos,
se observ6 una reduccién en la densidad de P.aeruginosa en el esputo en un factor de 10.

Estudios previos han mostrado que las concentraciones en el esputo de tobramicina mayores de 13.500
ug/m pueden alcanzarse por inhalacién.

1IV. Farmacocinética y estudios clinicos

Durante el desarrollo de la presente invencion, teniendo en mente una propuesta primaria para alcan-
zar la mayor eficacia utilizando la menor dosis posible de farmaco, en primer lugar, la farmacocinética de
la tobramicina en el esputo ha sido estudiada después de la administracién de aerosol a veinte pacientes
con CF. Utilizando el mismo protocolo de inhalacién utilizado en ensayos clinicos posteriores, es decir,
una dosis de 20 mg/ml de sulfato de tobramicina en 30 ml de una semi solucién salina normal admi-
nistrada por nebulizador ultrasénico Ultraneb 99 para 200 inhalaciones, se alcanzaron niveles de esputo
méximos a los 10-30 minutos después de recibir la terapia. Estos niveles oscilaron desde 310,4 pg/gm
hasta 5,941 ug/gm, con un nivel medio a 1,606 pug/ml). Los niveles de esputo se redujeron répidamente
después de 30 minutos, alcanzando un minimo en cuatro horas.

Revisando los MICs para los productos aislados con la densidad méxima (columna derecha) indicada
en la Tabla 3, es evidente que los niveles de esputo obtenidos en el estudio anterior fueron innecesariamente
altos y serian suficientes niveles de esputo menores que los alcanzados con el régimen del nebulizador ul-
trasénico Ultraneb 99. Un nivel de esputo de 128 pg/gm seria mayor que o igual al MIC para 98 % de
todos los productos aislados y aproximadamente diez veces mayor que el MIC para el 90 % de todos los
productos aislados. El propésito del protocolo de eficiencia fue, por tanto, comparar varios sistemas del
nebulizador ultrasénico y de chorro con el objetivo de alcanzar una concentracién de esputo de aproxi-
madamente 128 pg/gm pero no menor o no mucho mayor.

Después de estos estudios preliminares, se realizaron dos ensayos clinicos descritos en detalle en los
ejemplos 3-5.

En el primer ensayo clinico, como la primera parte del estudio, se realizaron las valoraciones farmaco-
dindmicas de eficacia de suministro de aerosol de dos nebulizadores de chorro con el propdsito principal
de determinar la concentracién objetiva adecuada de tobramicina en el esputo. Este estudio concluyé
que la formulacién de tobramicina 6ptima es una donde la combinacién de un nebulizador especifico con
una formulacién especifica alcanza una concentracién de tobramicina en el esputo de aproximadamente
128 ug/g en aproximadamente 90 % de los pacientes. Una concentracién de este tipo corresponde al 98 %
de concentracién de inhibicién minima (MIC).

En la segunda parte del estudio clinico, dos nebulizadores de chorro, Sidestream y Pari LC, fueron
comparados y evaluados con respecto a su capacidad para alcanzar la concentracién de tobramicina en el
esputo entre 128 ug/gy 100 ug/g. Ambos nebulizadores de chorro fueron encontrados capaces de alcanzar
concentraciones objetivas de tobramicina en el esputo cuando se utiliza la formulaciéon que contiene 300
mg en 5 ml en 1/4 NS.

El ensayo clinico IT confirmé los resultados obtenidos en el ensayo clinico I y comparé el suministro de
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formulacién de tobramicina ensayada en el ensayo clinico I, en dos nebulizadores de chorro y 1 nebulizador
ultrasénico. Las dosis para los nebulizador ultrasénico fueron 600 mg/30 ml. La mitad de la dosis de
la tobramicina suministrada por los nebulizadores de chorro fue suficiente para alcanzar concentracién
terapéuticamente efectiva de la tobramicina en el espacio endobronquial.

Los ensayos clinicos confirmaron que utilizando la nueva formulacién de tobramicina en combinacién
con nebulizadores de chorro se suministra concentracién suficiente de tobramicina en el espacio endobron-
quial hasta alcanzar la supresién de la infeccién endobronquial provocada por Pseudomonas aeruginosa.
La combinacién de la nueva formulacién de tobramicina en 1/4 de solucién salina normal se aerosoliza
facilmente por nebulizador de chorro y las particulas de aerosol producidas tienen tamanos predominan-
temente entre 1-5 pg. La combinacion de la nueva formulacion con el nebulizador de chorro da lugar a
una mejora considerable con relacién a las formulaciones y los medios de suministro de la técnica an-
terior. La combinacién proporciona mayor eficacia, es mds segura y proporciona ahorros de hasta 50 %
de farmaco necesarios para alcanzar los mismos resultados que los alcanzados por los tratamientos de la
técnica anterior.

Utilidad

La utilidad de esta invencién estd basada en el descubrimiento de que la formulacién de alta con-
centraciéon de aminoglucésidos de pequeno volumen puede utilizarse o bien por un nebulizador de chorro
o ultrasénico manual y concentraciones eficaces del farmaco pueden suministrarse al espacio endobron-
quial en pacientes humanos que sufren de bronquitis crénica y bronquiectasia provocadas por bacterias
susceptibles a aminoglicésido u otras infecciones. La formulacién es segura y de coste muy efectivo.
Adicionalmente, la formulacién tiene periodo de conservacién y de almacenamiento prolongados cuando
se mantiene en un medio de nitrégeno y con pH controlado. La formulacién actual y el método para
su almacenamiento proporcionan un periodo de conservacién adecuadamente largo para la amplia distri-
bucién comercial.
Ejemplo 1
Formulacion de tobramicina

Este ejemplo ilustra la preparacion de la formulacion de la invencion.

1. Agua caliente para inyeccién se inundé continuamente (WFI) a través del recipiente del producto
de 20 L Millipore.

2. Se ensay6 la potencia de tobramicina (g/L) y se afiadié tobramicina al recipiente del producto.

3. La cantidad de tobramicina se pes6 de forma segura en una botella de espécimen de boquilla ancha
y se etiquetd.

4. Se dispersaron 11,25 Kg de WFTI en un recipiente del producto limpio de 20 L Millipore.

5. Con agitaciéon moderada, se anadieron lentamente 33,75 g de cloruro de sodio, USP y se mezclaron
hasta que se disolvieron.

6. Se anadié WFT al recipiente del producto hasta 12 Kg y se mezclaron durante 5 minutos.

7. Con mezcla continua, se anadieron 100 mL de 5 N de HySO4 (dcido sulfirico) para cada litro de
WFI en la formulacién final.

8. El recipiente del producto se rocié con nitrégeno (Nz).

9. Después de aproximadamente 15 minutos de rociado, se midié el oxigeno disuelto (Oz) por super-
visién continua de oxigeno disuelto en el depdsito, utilizando una sonda.

10. Se continué la medicién del Oq disuelto hasta cinco mediciones (5) consecutivas < 3 ppm disueltas
en Os.

11. Con rociado continuo de Ny y mezcla moderada, se anadié tobramicina y se mezclé hasta que se
disolvié.
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12. Se retiré la muestra de 20 mL de la formulacién del producto y se midié el pH. La formulaciéon
del producto se ajusté hasta alcanzar un valor de pH final de 6,0.

13. Una parte alicuota de las férmulas del producto se muestre6 y analizé para concentraciéon de
tobramicina.

14. Se analiz6 una parte alicuota de la férmula del producto para pH.
15. Una parte alicuota de la férmula del producto se analizé para Oq disuelto (en triplicado).
16. Cuando el lote cumplié los criterios de ensayo de control de calidad, se liber6 el producto.
Ejemplo 2
Suministro de tobramicina y efecto de solucion salina normal o diluida

Este ejemplo ilustra el efecto de la solucién salida normal y diluida de un cuarto de graduacién en la
cantidad aerosolizada de farmaco suministrado durante un periodo de diez minutos.

Para ensayar la salida de un nebulizador ultrasénico portdtil manual, se utilizé un UltraAirs de
Omron. Este nebulizador ultrasénico tiene una copa de medicacion reutilizable que esta sobre el cristal
ultrasénico. La copa de medicacién se pesé, se afiadié una solucién de tobramicina de 5 ml (60 mg/ml)
y se volvié a pesar la copa. El soluto fue o bien una solucién salina normal (0,9% p/v) o 1/4 normal
(0,225% p/v). Después de 10 minutos de aplicaciones de nebulizacién, se volvié a pesar la copa. La
salida fue la diferencia entre los pesos previos y los pesos posteriores. Cada soluto se ensay6 14 veces. La
tabla adjunta muestra los resultados.

Los anélisis estadisticos de los resultados muestran que la solucién normal del 1/4 suministra una
cantidad mayor de fdrmaco durante un periodo de diez minutos (p = 0,031)

Los resultados se muestran en la Tabla 2.

TABLA 2
Efecto de dilucion salina sobre nebulizador ultrasonico suministro de tobramicina
Comparacién de 0,9 % NS con respecto a 0,22 % NS

Medio | Desv. ST. VAR COEF/VAR

0,9% No diluido 3,635714 | 0,583737 | 0,340749 0,160556
0,22% NS 1/4 diluido | 4,070714 | 0,41174 0,16953 0,101147

Se suministré tobramicina formulada en solucién salina diluida en mayor cantidad que la formulada
en la solucion salina no diluida.

Ejemplo 3
Ensayo clinico - I Valoracion farmacodindmica de la eficacia de suministro de aerosol

Este ejemplo ilustra el ensayo clinico-valoracién farmacodinamica de la eficacia de suministro de ae-
rosol.

Diserio del estudio
Este estudio fue una revision anual de todos los registros microbiolégicos en el Hospital Infantil en
Seattle. Se compilaron todos los datos de cultivos positivos de Pseudomonas aeruginosa que se produjeron

en pacientes con Fibrosis Cistica. Si se han obtenido cultivos multiples a partir de un individuo tnico,
el primer cultivo se tomé como representativo. Se generd entonces una base de datos sobre el niumero de
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individuos y las caracteristicas respectivas del nivel de tobramicina requerida para inhibir el crecimiento
bacteriano.

El propésito principal de este estudio clinico se refirié6 a la concentracién objetiva adecuada de to-
bramicina en el esputo para tratar la infeccion de Pseudomonas aeruginosa. Las concentraciones de
tobramicina objetivas deben tener en cuenta la variabilidad de 10 veces tipica de la concentracién de
tobramicina vista en esputo entre pacientes debido a factores anatémicos y fisiolégicos intrinsecos. De-
ben tener en cuenta también el intervalo de concentracién media de inhibicién (MIC) observada en los
productos aislados clinicos.

Las Tablas 3 y 4 ilustran el MIC obtenido a partir de productos aislados de Pseudomonas aeruginosa
comunes y resistentes a tobramicina.

TABLA 3

Distribucion de los MICs para el producto aislado mds resistente a
tobramicina obtenido del esputo de cada paciente (n = 58)

Producto aislado
(P. aeruginosa) con MIC méximo
MIC (ug/ml)* # de pacientes frecuencia acumulativa
0,25 21 36 %
0,5 10 53 %
1 8 67 %
2 5 5%
4 4 83 %
8 2 86 %
16 2 90 %
32 2 93 %
64 1 95 %
128 2 98 %
256 1 100 %

*MIC = Concentracion de Inhibicién Minima

Los MICs de tobramicina para los productos aislados de P. aeruginosa de pacientes en el Hospital
Infantil de Seattle oscilaron de 0,25 pg/ml a 256 pg/ml con un MICyg de 16 g/ml (Tabla 3). El MICgq
es la concentracién del farmaco que inhibe el 90 % de los productos aislados de Pseudomonas aeruginosa.
Las muestras de esputo de los pacientes CF fueron cultivadas para producir unidades de formacién de
colonias individuales (CFUs). El MIC se determiné entonces para CFUs individuales. Los CFUs fueron
considerados productos aislados diferentes si su MICs eran distintos.

La frecuencia de estos productos aislados (Tabla 4) muestra que los niveles de esputo inferiores a
los alcanzados con el régimen del nebulizador ultrasénico (Ultraneb 99) son suficientes para alcanzar los
niveles terapéuticos. Un nivel en el esputo de 128 ug/gm seria mayor o igual al MIC para el 98 % de todos
los productos aislados como se observa en la Tabla 3 y aproximadamente diez veces mayor que el MIC
para el 90 % de todos los productos aislados como se observa en la Tabla 4. Una concentracién objetiva
inicial de tobramicina de diez veces mayor que el MIC es necesaria debido a que el esputo parece para
adherirse al 90 % de tobramicinas. La formulacién de tobramicina éptima es una donde una combinacién
de nebulizador y formulacién que alcanza una concentracién de esputo de tobramicina de > 128 ug/gm
en al menos 56 de 60 pacientes CF.
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TABLA 4

Distribucion de los MICs para el producto aislado mds comin obtenido
del esputo de cada paciente (n = 58)

Producto aislado
(P. aeruginosa) con MIC méximo
MIC (ug/ml)* # de Pacientes frecuencia acumulativa

0,25 26 45 %
0,5 10 63 %
1 9 78 %

2 3 83 %
4 2 86 %
8 2 90 %
16 2 93 %
32 1 95 %
64 1 97 %
128 2 98 %
256 1 100 %

*MIC = Concentracion de Inhibicién Minima

Como se ve en las Tablas 3 y 4, se encontré que 128 ug/ml de tobramicina consiguen el 98 % de
inhibicién de la maxima resistencia asi como los productos aislados de Pseudomonas aeruginosa mas
comunes.

Ejemplo 4
Estudio 2 - Nebulizadores de ensayo

Se llevé a cabo un estudio clinico 2 del Ensayo Clinico I en la Universidad de Washington para de-
terminar la formulacién de tobramicina requerida para alcanzar una concentraciéon en el esputo entre
128 pg/gm y 1000 pg/gm de esputo a los 10 min. después de la administracién de aerosol desde un
nebulizador de chorro Sidestream utilizando un compresor PulmoAide y un nebulizador de chorro Pari
LC utilizando un compresor PulmoAide y un nebulizador de chorro Pari LC utilizando un compresor
PulmoAide.

Cinco pacientes CF recibieron dosis en serie de 300 mg de tobramicina (5 ml de una solucién de 60
mg/ml en 1/4 NS) de cada uno de los nebulizadores de chorro. Las dosis fueron separadas por al menos
dos dias y no mas de 5 dias. Las concentraciones méaximas de suero y esputo fueron valoradas y los
resultados se observan en las Tablas 5 y 6.
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TABLA 5

Concentraciones de esputo después de la administracion de aerosol de 300 mg
de tobramicina en 5 ml de 1/4 NS

Concentracién de tobramicina en el esputo (ug/gm)
Nebulizador Linea de
Sujeto# de chorro base 10 min.* 1 hora* 2 horas *
001 Sidestream bqlt 792,8 1026,7 163
Pari LC bql 1595,9 481.8 416,8
002 Sidestream bql 460,6 23,1 49,1
Pari LC bql 764,2 231,8 52,8
003 Sidestream bql 162,5 180,5 58,1
Pari LC bql 133,7 110,7 92,5
004 Sidestream bql 84,2 36,6 57,5
Pari LC bql 166,5 32,4 60,5
005 Sidestream bql 1135,9 488,2 331,5
Pari LC bql 1395,6 186,8 131,8
Media/ bql 527,2 + 585,9
desviacion St. | bql 811,2 + 677,2

* tiempo desde la terminacién del tratamiento con aerosol

+ < 20 pg/gm
TABLA 6

Concentraciones de suero después de la administracion de
aerosol de 300 mg de tobramicina en 5 ml de 1/4 NS

Suero tobramicina + % cambio
ug/ml FEV,*
Nebulizador Linea de
Sujeto# chorro base 1 hora* 2 horas* 30 minutos*
001 Sidestream | no detectada 0,3 0,2 -2,2%
Pari LC no detectada 0,2 0,3 -1,2%
002 Sidestream | no detectada 0,2 0,2 0,0%
Pari LC no detectada 0,5 0,4 1,2%
003 Sidestream | no detectada 0,9 0,8 -7,6%
Pari LC no detectada 0,6 0,5 -0,6 %
004 Sidestream | no detectada 1,2 1,0 -1%
Pari LC no detectada 0,5 0,4 2%
005 Sidestream | no detectada 1,6 1,0 0,0%
Pari LC no detectada 0,8 0,7 5%

* tiempo desde la terminacién del tratamiento con aerosol

< 20 pg/gm
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Los resultados muestran que una dosis de tobramicina aerosolizada de 300 mg en 5 ml de 60 mg/ml en
1/4 de NS alcanzé la concentracién objetiva (> 128 ug/gm de esputo). Esta dosis se consideré también
extremadamente segura debido a que las concentraciones de suero (< 1,6 ug/ml) estuvieron también por
debajo de las concentraciones méximas de suero terapéutico recomendadas, 5-10 pug/ml.

Ejemplo 5
Ensayo clinico 11

Este ejemplo muestra los resultados del ensayo clinico para confirmar los resultados de los estudios
clinicos I y II (Ejemplos 3 y 4) y para comparar la eficacia y la farmacocinética de una formulacién de
tobramicina administrada por tres sistemas de suministro de nebulizador diferentes para pacientes con
fibrosis cistica.

El propésito principal de este estudio fue determinar cudl de los tres sistemas de nebulizador en-
sayados, de chorro y ultrasénico, puede aerosolizar sulfato de tobramicina suficiente para alcanzar una
concentracién maxima de tobramicina en el esputo de 128 pg/gm o mayor medida 10 minutos después
de la terminacién de la nebulizacién en al menos el 85 % de pacientes con CF. El propésito secundario
fue determinar si la concentracién de tobramicina requerida para alcanzar una concentracién maxima en
el esputo de 128 ug/gm o mayor es segura y bien tolerada por el paciente.

Disenio del estudio

Este fue un estudio de tres brazos transversal, aleatorio, multicentros, de etiqueta abierta. Cada brazo
era un sistema de suministro del nebulizador diferente. Dos brazos suministran la misma formulacién de
tobramicina.

1. Método estdndar: El nebulizador Ultrasonico DeVilbiss que contenia una solucién de 30 ml de 20
mg/ml de tobramicina en 1/2 solucién salina normal (NS) fue inhalado durante 200 inspiraciones. El
nebulizador Ultrasonico DeVilbiss que contenia una solucién de 30 ml de 20 mg/ml de tobramicina en 1/2
solucién salina normal (NS) fue inhalado durante 200 inspiraciones. La formulacién ultrasénica contenia
1/2 de NS en lugar de 1/4 de NS debido a que la concentracién inferior de tobramicina mantiene una
osmolaridad similar en ambas soluciones.

2. Método de ensayo A:El nebulizador de chorro Sidestream con compresor PulmoAide (a 8 L /minuto)
que contenia una solucién de 5 ml de 60 mg/ml de tobramicina de 1/4 de NS fue inhalado hasta chispo-
rroteo del nebulizador. Se registré el nimero de inhalaciones requeridas.

3. Método de ensayo B: El nebulizador de chorro Pari LC con compresor PulmoAide (a 8 L/minuto)
que contenia una solucién de 5 ml de 60 mg/ml de tobramicina de 1/4 de NS fue inhalado hasta chispo-
rroteo del nebulizador. Se registré el nimero de inhalaciones requeridas.

Seleccion de pacientes

Se seleccionaron un ntumero total de 60 pacientes. Cuatro centros médicos participaron en la seleccién
de pacientes. Cada uno de los pacientes recibié tres regimenes de tobramicina aerosolizada en orden alea-
torio. Cada sitio fue capaz de seleccionar un minimo de pacientes. Los pacientes, machos y/o hembras,
con enfermedad subyacente de fibrosis cistica fueron elegibles para participar en este estudio.

Formulacion

El sulfato de tobramicina (Lilly(R)) libre de conservante, ajustado a pH 6,95 + 0,05, fue suministrado
por Home Health Care de Washington (HHCW) en un envase de plastico sellado herméticamente dentro
de una bolsa de lamina.

Dispositivo nebulizador de aerosol

El nebulizador fue o bien nebulizador de chorro Sidestream con compresor PulmoAide (a 8 L/minuto),
o nebulizador Pari LC con compresor PulmoAide (a 8 L/minuto).
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Dosis de farmaco de ensayo

1. Método estindar: El nebulizador ultrasénico DeVilbiss “Ultraneb 99” que contenia una solucién
de 30 ml de 20 mg/ml de tobramicina en 1/2 de NS (la formulacién ultrasénica contenia 1/2 de NS en
lugar de 1/4 de NS debido a la concentracién inferior de tobramicina, manteniendo, por lo tanto, una
osmolaridad similar en ambas soluciones) fue inhalado durante 200 inspiraciones. El nebulizador se dejé
funcionar durante un minuto antes de permitir que las salidas de las inhalaciones fuesen lineales.

2. Método de ensayo A: El nebulizador de chorro Sidestream con compresor PulmoAide (a 8 L/minuto)
que contenia una solucién de 5 ml de 60 mg/ml de tobramicina de 1/4 de NS fue inhalado hasta el chis-
porroteo del nebulizador.

3. Método de ensayo B: El nebulizador Pari LC con compresor PulmoAide (a 8 L/minuto) que con-
tenia una solucién de 5 ml de 60 mg/ml de tobramicina de 1/4 de NS fue inhalado hasta el chisporroteo
del nebulizador.

Valoracion de la eficacia y sequridad
En este estudio, se valoraron los siguientes pardmetros de eficacia y seguridad:

La eficacia se determiné para cada nebulizador midiendo la concentracién de tobramicina en esputo
10 minutos después de la terminacién de la nebulizacién. La concentracién de > 128 ug/gm de esputo
fue considerada adecuada.

Los parametros de seguridad valorados fueron:

1. Incidencia de tratamiento relacionado con reacciones adversas que se producen durante la admi-
nistracién de la tobramicina aerosolizada por los diferentes sistenas de suministro del nebulizador.

2. Broncoespasmo agudo en el momento de la administracién del farmaco.
3. Absorcién de tobramicina en la circulacién sistémica.

4. Nebulizador de Chorro Pari LC con compresor PulmoAide (a 8 L/min) que contenia una solucién
de 5 ml de 60 mg/ml de sulfato de tobramicina en el Método de Ensayo B de 1/4 de NS.

Se seleccionaron sesenta pacientes. Cada paciente recibid, en orden aleatorio, una administracién
desde cada sistema de suministro del nebulizador. Cada administracién con aerosol estaba separada por
un minimo de 48 horas. Las muestras de esputo fueron recogidas en la linea de base, 10 minutos, 1 hora
y 2 horas después de la terminacién de la administracién del farmaco con aerosol para medir la concen-
tracién de tobramicina. Las muestras de suero fueron recogidas en linea de base, 1 hora y 2 horas después
de la terminacién de la administraciéon con aerosol para medir los niveles de tobramicina. La irritacién
de las vias respiratorias y el broncoespasmo agudo fueron valorados midiendo la espirometria inmediata-
mente antes y 30 minutos después de la terminacién de la administracién con aerosol. Un descenso de
FEV1>15% en el ensayo de espirometria de 30 min fue considerado evidencia de broncoespasmo.

El objetivo primario de este estudio fue determinar si los nebulizadores de chorro ensayados pueden
aerosolizar sulfato de tobramicina suficiente para alcanzar la concentracién méaxima de tobramicina en el
esputo de 128 ug/gm o mayor en al menos el 85% de los pacientes con CF medida 10 minutos después
de la terminacién de la nebulizacién. La dosis utilizada con el nebulizador ultrasénico (20 mg/ml en 30
ml 1/2 NS) como se utiliza en los estudios previos se incluyé como un control. La dosis, tanto la concen-
tracién como el volumen, para los nebulizadores de chorro se basé en el estudio descrito en el Ejemplo 4.

El segundo objetivo fue determinar si la concentracién de tobramicina requerida para alcanzar una
concentracién maxima de esputo de 128 pg/gm o mayor es segura y bien tolerada por el paciente. La
seguridad se definié como una falta de broncoespasmo agudo y absorcién sistémica minima.

La formulacién ultrasénica (Método Estandar) contenia 1/2 de NS en lugar de 1/4 de NS debido

a la dilucién alta inferior y por lo tanto la concentraciéon de tobramicina, manteniendo entonces una
osmolaridad similar en ambas soluciones.
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Tratamiento de los pacientes

Todos los pacientes con enfermedad subyacente de fibrosis cistica (CF), confirmados a la entrada me-
diante criterios de inclusién/exclusién especificados en este protocolo, fueron elegibles para seleccién en
el estudio. Los investigadores en los centros de CF participantes seleccionaron pacientes que cumplian
todas los criterios de inclusién y uno de los criterios de exclusién.

Los paciente elegibles fueron admitidos al centro de estudio el dia del estudio y recibieron terapia con
aerosol si cumplian los criterios de entrada.

El examen fisico fue administrado por un médido o enfermero RC para iniciar solamente el trata-
miento con aerosol.

Se utilizaron signos vitales, altura, peso, oximetria, valoracién del estado respiratorio actual y breve
historial médico.

Se recogieron muestras de esputo y suero para medir las concentraciones de tobramicina en la linea

de base.

Los pacientes se sentaron en posicién vertical y utilizaron clips nasales durante la administracién con
aerosol. Fueron registrados la duracién total del tiempo y el nimero de inhalaciones necesarias para
completar el tratamiento con aerosol. Se registraron también cualquier evidencia de resuello o alteracién
respiratoria asi como el nimero de periodos de descanso requeridos por el sujeto debido a disnea o exce-
siva tos durante el periodo de administracion.

Inmediatamente después de la terminacion de la terapia con aerosol, el sujeto se aclaré con 30 ml de
solucién salina normal a través de la boca, hizo gargaras durante 5-10 segundos y expectord el aclarado.
Esto se repitié durante un total de tres aclarados. Los especimenes de esputo fueron recogidos diez
minutos después del aclarado de la cavidad oral y 2 horas después de la terminacién de la administracién
de farmaco con aerosol. Se recogié el suero 1 y 2 horas después de la terminacién de la administracién
de farmaco con aerosol para la determinacién de los niveles de tobramicina. Se obtuvo espirometria 30
minutos después de la terminaciéon de la administracion de farmaco con aerosol. Después del ultimo
tratamiento con aerosol del estudio, los pacientes recibieron un breve examen fisico después que se habia
medido la post-espirometria.

TABLA 7
Medios principales para 20 pacientes (pg tobramicina/gm esputo)
Desviacién
Tratamiento Tiempo Media estandar % RSD
Sidestream Oh 0 0 nq
10 min. 465,3 463,8 100
1h 75,7 118,6 157
2 h 88,8 123,8 139
Pari LC 0 0 0 nq
10 min. 639,1 521,3 82
1h 117,0 173,3 148
2 h 77,6 89,3 115
UltraNeb Oh 0 0 nq
10 min. 1335,7 1042,8 78
1h 360,0 3524 98
2 h 158,8 163,3 103

Estas son las medias principales de niveles de esputo con tobramicina (ug/gm) de 20 pacientes después
de nebulizacién obtenidas de cuatro centros diferentes. Los datos de Sidestream y Pari LC se obtuvieron
utilizando la nueva formulacién de 300 mg (60 mg/ml) en 5 ml 0,225 NS, el UltraNeb, una volumen alto
(30 ml) de 600 mg en 0,45 % NS.
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Los resultados de este estudio indican que esta formulacién, cuando se utiliza con un nebulizador
de chorro, suministra concentraciones de tobramicina al espacio endobronquial que estan en el intervalo
eficaz basado en la relacién conocida entre niveles de tobramicina en el esputo, MICs y la eficacia clinica.

Ejemplo 6
Estabilidad de la formulacion de tobramicina

Un estudio de estabilidad acelerada de tobramicina 60 mg/ml en 0,225% de NS en viales LDPE,
envasados en un medio enriquecido con nitrégeno, se llevé a cabo durante 35 dias a 40°C. Se eligié tem-
peratura més alta para acelerar cualquier proceso de degradacién. Se estudiaron los viales para cualquier
pH objetivo 5,5, 6,5 y 7,0 en el Dia 0 y Dia 35. Se examind el color por la escala de Klett-Summerson
de los Estados Unidos. La KS se utiliza para medir el color y los cambios de color en las formulaciones
farmacéuticas liquidas. Un valor KS de 0 seria solucién sin color, 200 seria tipicamente un color dmbar
fuerte. El 0jo humano puede detectar en primer lugar un tinte a aproximadamente una escala KS de 20.
Tipicamente, un cambio de escala KS del intervalo 0-20 (una solucién sin color) hasta un valor mayor de
200 seria un factor de limitacion en los estudios de estabilidad incluso aunque el fArmaco en la formulacién
pueda ser todavia potente.

Puesto que Drug Develop Industr. Pharm., 18: 1423-36 (1992) detalla que el principal proceso de
degradacion para la tobramicina es dependiente del oxigeno, en envase de realiz6 en un entorno enriquecido
con nitrégeno. Los resultados estan en la Tabla 8.

TABLA 8
Resultados del estudio de estabilidad de 35 dias a 40°C

Unidades

Tiempo pH real KS color

pH objetivo N (dias) (medio) (medio)
5,5 3 0 5,55 13
5,9 5 35 5,51 104
6,5 3 0 6,57 12
6,5 5 35 6,56 107
7,0 3 0 7,07 13
7,0 5 35 7,04 171*

* p < 0,05 comparado con 5,5 y 6,5.

Las unidades KS expresan los cambios de color como se describe anteriormente. Viales de LDPE de
tres niveles de pH o 60 mg/ml de tobramicina en 0,225% de NS, almacenamiento de volumen total de 5
ml en medio enriquecido con nitrégeno de superbolsa de lamina. Se realizé el ensayo de color y pH actual
en el instante y después del almacenamiento durante 35 dias a 40°C.

Los resultados mostrados en la Tabla 8 son sorprendentes en la medida en que la formulacién de
color parece ser dependiente del pH de la formulacién. El desarrollo del color es un marcador precoz
de la degradacién de tobramicina y una caracteristica no deseada del producto. La dependencia de la
formulacién del pH muestra que el pH 6ptimo para la formulacién de tobramicina estd en el intervalo de
pH 5,5 a 6,5.

Adicionalmente, la coloracién rapida de la solucién a 40°C muestra que el almacenamiento a tempe-
raturas inferiores tales como 5°C a 25°C incluyendo refrigeracion, es deseable.

Ejemplo 7
Estudio de estabilidad prolongada

Un estudio de estabilidad prolongada tenia el siguiente diseno de estudio.
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Dos lotes separados de tobramicina fueron formulados a 60 mg/ml de tobramicina en 1/4 de solucién
salina normal a pH 6,0. La solucién fue envasada en viales de polietileno de baja densidad a 5 ml por vial,
almacenada en superbolsas de lamina que fueron purgadas con nitrégeno. Los estudios de estabilidad
para 3 muestras por punto de ensayo fueron iniciados a 5°C y 25°C.

Los primeros dos lotes (I y II) fueron almacenados en la bolsa a 5°C durante 6 meses. Las muestras
de los segundos dos lotes (III y IV) se almacenaron en la bolsa a 25°C durante 6 meses. En todos estos
lotes se ensayaron el color, la concentracién de tobramicina, impurezas de tobramicina, estabilidad de pH
y oxigeno.

TABLA 9
Estudio I estabilidad prolongada

Linea de base, datos 8 meses y 6 meses a 5°C

Descripcién
ensayo Unidades Limites Inicial 3 meses 6 meses

pH 5,5-6,5 6,0 6,1 6,2
Tobramicina mg/ml 54,0-72,0 59,0 58,3 57,2
Cloruro como mg/ml 2,02-2,48 2,24 2,30 2,24
cloruro de
sodio
Color KS 0-200 15 19 18
Inspeccién Pasada Pasada Pasada Pasada
visual
Maximo % 0,00-5,00 ND 0,00 0,00
impurezas D
Maximo % 0,00-5,00 ND 0,00 0,00
impurezas X
Conoc. % 0,00-5,00 4,68 4,78 4,08
oxigeno
anular

ND = No Detectado

Producto: 60 mg/ml tobramicina para inhalacién
Contenedor: Rexene 6010 LDPE

Volumen contenedor: 5 ml

Volumen relleno: 5 ml

Condicién almacenamiento: 5°C

Esterilizacién: llenado aséptico

Superbolsa: hoja laminada preformada
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TABLA 10
Estudio II estabilidad prolongada

Linea de base, datos 8 meses y 6 meses a 5°C

Descripcién
ensayo Unidades Limites Inicial 3 meses 6 meses

pH 5,5-6,5 5,8 6,1 6,0
Tobramicina mg/ml 54,0-72,0 60,3 59,5 59,4
Cloruro como mg/ml 2,02-2,48 2,29 2,30 2,31
cloruro de
sodio
Color KS 0-200 22 20 25
Inspeccién Pasada Pasada Pasada Pasada
visual
Maéximo % 0,00-5,00 ND ND 0,00
impurezas D
Maéximo % 0,00-5,00 ND 4,87 0,00
impurezas X
Conoc. % 0,00-8,00 4,87 4,66 4,06
oxigeno
anular

ND = No Detectado

Producto: 60 mg/ml tobramicina para inhalacién

Contenedor: Rexene 6010 LDPE

Volumen contenedor: 5 ml

Volumen relleno: 5 ml

Condicion almacenamiento: 5°C

Esterilizacién: llenado aséptico

Superbolsa: hoja laminada preformada
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TABLA 11
FEstudio III estabilidad prolongada

Linea de base, datos 8 meses y 6 meses a 25°C

Descripcién
ensayo Unidades Limites Inicial 3 meses 6 meses

pH 5,5-6,5 6,0 6,3 6,1
Tobramicina mg/ml 54,0-72,0 59,0 58,5 57,4
Cloruro como mg/ml 2,02-2,48 2,24 2,24 2,25
cloruro de
sodio
Color KS 0-200 15 34 52
Inspeccién Pasada Pasada Pasada Pasada
visual
Maéximo % 0,00-5,00 ND 0,00 0,04
impurezas D
Maéximo % 0,00-5,00 0,00 0,05 0,07
impurezas X
Conoc. % 0,00-8,00 4,68 4,62 4,47
oxigeno
anular

ND = No Detectado

Producto: 60 mg/ml tobramicina para inhalacién
Contenedor: Rexene 6010 LDPE

Volumen contenedor: 5 ml

Volumen relleno: 5 ml

Condicién almacenamiento: temperatura ambiente (25°C)
Esterilizacién: llenado aséptico

Superbolsa: hoja laminada preformada
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TABLA 12
Estudio IV estabilidad prolongada

Linea de base, datos 8 meses y 6 meses a 25°C

Descripcién
ensayo Unidades Limites Inicial 3 meses 6 meses

pH 5,5-6,5 5,8 6,1 5,9
Tobramicina mg/ml 54,0-72,0 60,3 60,1 59,4
Cloruro como mg/ml 2,02-2,48 2,9 2,30 2,31
cloruro de
sodio
Color KS 0-200 22 52 73
Inspeccién Pasada Pasada Pasada Pasada
visual
Maéximo % 0,00-5,00 0,00 0,03 0,05
impurezas D
Maéximo % 0,00-5,00 ND 0,00 0,07
impurezas X
Conoc. % 0,00-8,00 4,87 4,38 4,69
oxigeno
anular

ND = No Detectado

Producto: 60 mg/ml tobramicina para inhalacién
Contenedor: Rexene 6010 LDPE

Volumen contenedor: 5 ml

Volumen relleno: 5 ml

Condicién almacenamiento: temperatura ambiente (25°C)
Esterilizacién: llenado aséptico

Superbolsa: hoja laminada preformada

Como se ve a partir de las Tablas 9-12, el color de la solucién de tobramicina no cambié confirmando
la buena estabilidad de la solucién de tobramicina en las condiciones de estudio establecidas.

Después de seis meses a 5°C, ninguno de los dos lotes habian mostrado cambios fuera de los limites
establecidos. En almacenamiento a 25°C, el inico cambio observado fue la formacién de niveles bajos de
color, mostrando los dos lotes aumentos de 15 KS unidades a 52 KS de unidades y de 22 KS de unidades
a 73 KS unidades.

La formulacién a alta concentraciéon a pH éptimo de 6 es, por lo tanto, completamente estable a 5°C.

Después de seis meses a 25°C, la formulacién era efectivamente estable, permaneciendo perfectamente
dentro un intervalo de color aceptable.
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REIVINDICACIONES

1. Una formulacién de aerosol para supresién e inhibicién de al menos el 95 % de bacterias susceptibles
en el espacio endobronquial de un paciente que sufre de infeccién endobronquial,

comprendiendo dicha formulacién de 200 mg a 400 mg de aminoglicésido disuelto en aproximadamente
5 ml de solucién que contiene aproximadamente 0,225 % de cloruro de sodio;

teniendo dicha formulacién un pH entre aproximadamente 5,5 y 6,5;

utilizando dicha formulacién administrada por aerosolizaciéon un nebulizador de chorro o ultrasénico
capaz de producir tamanos de particulas de aerosol predominantemente entre 1 y 5 um.

2. El aerosol de la reivindicacién 1, donde el pH es aproximadamente 6,0.

3. El aerosol de la reivindicacién 2, donde el nebulizador es el nebulizador de chorro.

4. El aerosol de la reivindicacion 2, donde el nebulizador es el nebulizador ultrasénico.

5. Una formulacién de aerosol para supresién e inhibicién de al menos el 95 % de bacterias Pseudo-
monas aeruginosa en el espacio endobronquial de un paciente que sufre de la infeccién de Pseudomonas

aeruginosa,

comprendiendo dicha formulacién aproximadamente 300 mg de tobramicina disuelta en aproximada-
mente 5 ml de solucién que contiene 0,225 % de cloruro de sodio;

teniendo dicha formulacién un pH entre aproximadamente 5,5 y 6,5;

utilizando dicha formulacién administrada por aerosolizacién un nebulizador de chorro o ultrasénico
capaz de producir tamanos de particula de aerosol predominantemente entre 1 y 5 pm.

6. El aerosol de la reivindicacién 5, donde el pH es 6,0.
7. El aerosol de la reivindicacién 6, donde el nebulizador es un nebulizador de chorro.
8. El aerosol de la reivindicacién 6, donde el nebulizador es un nebulizador ultrasénico.

9. Uso de una formulacién de aerosol que comprende aproximadamente 300 mg de tobramicina di-
suelta en aproximadamente 5 ml de la solucién que contiene 0,225% de cloruro de sodio;

teniendo dicha formulacién un pH entre aproximadamente 5,5 y 6,5;

en la fabricacién de un medicamento para uso en el tratamiento de infecciones endobronquiales por
bacterias Pseudomonas aeruginosa por la administracién de dicha formulacién por aerosolizacién utili-
zando un nebulizador de chorro o ultrasénico capaz de producir tamafios de particula de aerosol predo-
minantemente entre 1 y 5 pm.

10. El uso de la reivindicacién 9, donde el pH de la formulacién del aerosol es aproximadamente 6,0.

11. El uso de la reivindicacién 10, donde el nebulizador utilizado para administraciéon de la formu-
lacién de aerosol es un nebulizador de chorro.

12. El uso de la reivindicaciéon 10, donde el nebulizador utilizado para la administracién de la formu-
lacién del aerosol es un nebulizador ultrasénico.

13. El uso de una formulacién del aerosol que comprende de 200 a 400 mg de aminoglicdsido disuelto
en aproximadamente 5 ml de la solucién que contiene 0,225 % de cloruro de sodio;

teniendo dicha formulacién un pH entre aproximadamente 5,5 y 6,5;

en la fabricacién de un medicamento para uso en el tratamiento de infecciones endobronquiales por
bacterias Pseudomonas aeruginosa mediante la administracién de dicha formulacién por aerosolizacién
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utilizando un nebulizador de chorro o ultrasénico capaz de producir tamanos de particula de aerosol
predominantemente entre 1 y 5 pm.

14. El uso de la reivindicacion 13, donde el pH de la formulacién de aerosol es aproximadamente 6,0.

15. El uso de la reivindicacion 14, donde el nebulizador utilizado para la administracién de la formu-
lacién de aerosol es un nebulizador de chorro.

16. El uso de la reivindicacién 14, donde el nebulizador utilizado para administraciéon de la formu-
lacién de aerosol es un nebulizador ultrasénico.

NOTA INFORMATIVA: Conforme a la reserva del art. 167.2 del Convenio de Patentes Europeas (CPE)
y a la Disposicién Transitoria del RD 2424/1986, de 10 de octubre, relativo a la
aplicacién del Convenio de Patente Europea, las patentes europeas que designen a
Espafia y solicitadas antes del 7-10-1992, no producirdn ningun efecto en Espainia en
la medida en que confieran protecciéon a productos quimicos y farmacéuticos como
tales.

Esta informacién no prejuzga que la patente esté o no incluida en la mencionada
reserva.
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FIG. 3
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